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ПаПилломавирУСный канЦероГенеЗ.  
оСновные доСтиЖения и некоторые ПроБлемы  

чаСтЬ 1. оБЩие ПредСтавления 
о ПаПилломавирУСаХ. Формы рака, 

аССоЦиированные С вирУСами ПаПилломы 
человека

Г. м. волгарева
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 

115478 Москва, Каширское шоссе, 24

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

Важнейшим результатом исследований в области папилломавирусного канцерогенеза явилось создание 3 вакцин, предназна-
ченных для профилактики рака шейки матки (РШМ), вызываемого онкогенными вирусами папилломы человека (ВПЧ). Две 
из этих вакцин, которые могут предупредить до 70 % новых случаев РШМ, рекомендованы к применению в России. До на-
стоящего времени профилактические ВПЧ-вакцинации в России не включены в национальный календарь прививок. Помимо 
РШМ, ВПЧ являются этиологическими агентами при ряде других опухолей аногенитальной сферы, а также новообразований 
головы и шеи. Установлено, что наибольший разрыв в показателях онкологической статистики между разными регионами 
мира, обусловленный социоэкономическими факторами, выявляется по отношению именно к тем злокачественным ново-
образованиям, для которых существуют эффективные способы предупреждения. Обзор посвящен основным достижениям 
в области изучения онкогенных ВПЧ, а также ряду нерешенных проблем.

Ключевые слова: канцерогенез, вирусы папиллом человека, вакцины

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-19-1-6-12 

PaPIlloMaVIRal CaRCINoGENESIS. MaJoR aChIEVEMENTS aNd CERTaIN ChallENGES 
PaRT I. GENERal NoTIoNS oF PaPIlloMaVIRuSES. huMaN PaPIlloMaVIRuSES-aSSoCIaTEd CaNCERS

G . M . Volgareva

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

Development of three vaccines intended to prevent cervical cancer (CC) caused by oncogenic human papillomaviruses (HPV) appears to 
be principal result of research into papillomaviral carcinogenesis. Two of these vaccines efficient in prophylaxis of about 70 % of new CC 
cases have been recommended for application in Russia. Up till now preventive HPV-vaccinations are not included into the Russian 
National Vaccination Shedule. In addition to CC HPV are known as etiological agents of some other anogenital as well as certain head 
and neck tumors. The overall cancer statistics data are found to vary owing to socioeconomic inequalities extremely dramatically for the 
most preventable cancers. The review is dedicated to major achievements and certain challenges in the field of oncogenic HPV studies.

Key words: carcinogenesis, human papillomaviruses, vaccines

Введение
Область исследований, посвященных папилло-

мавирусному канцерогенезу, стала чрезвычайно об-
ширной и сложно структурированной [1–3]. Достиг-
нутые в этой области успехи увенчались созданием 
вакцин для профилактики рака шейки матки (РШМ) 
и присуждением в 2008 г. Нобелевской премии пио-
неру этих исследований Х. цур Хаузену за открытие 

вируса папилломы человека (ВПЧ), вызывающего 
РШМ [4–6].

Злокачественные новообразования (ЗНО) – одна 
из главнейших проблем здравоохранения во всем 
мире. Замечено, что наибольший разрыв в показате-
лях онкологической статистики между разными ре-
гионами мира, обусловленный социоэкономически-
ми факторами, выявляется по отношению именно 
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к тем ЗНО, для которых существуют эффективные 
способы предупреждения. Так, на сегодня смертность 
от РШМ, одного из наиболее частых ЗНО у женщин, 
в государствах с низким уровнем жизни вдвое выше, 
чем в развитых странах [7]. Согласно суммарной ми-
ровой оценке количества вновь возникших случаев 
рака это 12,7 млн в год, из которых около 4,8 % при-
ходится на долю ВПЧ-ассоциированных [8].

С появлением инструментов для предупреждения 
РШМ запрос на информацию в данной области, адре-
сованную врачам и биологам, возрастает ввиду акту-
альности просветительской работы о ВПЧ-вакцина-
ции на всех доступных уровнях (в медицинских 
учреждениях, школах, семьях, средствах массовой 
информации и т. д.). В обзоре рассмотрены темы, 
представляющиеся нам важными для успешного про-
ведения такой работы:

1. Кратко об истории изучения ВПЧ, принципы 
их таксономии.

2. Биологический цикл ВПЧ.
3. Геном ВПЧ, вирусные онкогены.
4. Канцерогенные ВПЧ; опухоли человека, ассоци-

ированные с ВПЧ; частота обнаружения ВПЧ 
в разных ЗНО.

5. ВПЧ-ассоциированные формы рака в России.
6. Вертикальный путь передачи ВПЧ.
7. Профилактические ВПЧ-вакцины.
8. «Феминизация» проблемы ВПЧ, ее последствия; 

профилактическая вакцинация мальчиков.
9. Коллективный иммунитет против ВПЧ.
10. Вакцинация «вдогонку» (catch-up vaccination).
11. Вакцинация ВИЧ-инфицированных.
12. Три рубежа борьбы с РШМ.
13. Клеточный белок p16INK4a как суррогатный мар-

кер РШМ.
14. О разработке терапевтических ВПЧ-вакцин.
15. Общее заключение.

В настоящей части представлены темы 1–4, во 2-й 
будут рассмотрены темы 5–11, в 3-й – темы 12–15.

Из истории изучения ВПЧ. Принципы их таксономии
Исследования, посвященные опухолеродным 

ВПЧ, имеют длительную историю. Впервые мысль 
о том, что РШМ – это инфекционное заболевание, 
передаваемое половым путем, сформулировал ита-
льянский врач М. Ригони-Стерн в 1842 г. [9, 10]. 
Но принципиальные открытия в данной области бы-
ли сделаны лишь в 70-х годах XX в. с появлением 
молекулярных методов исследования, пионерами 
явились немецкие ученые во главе с Х. цур Хаузеном 
[11, 12]. Количество известных науке типов папил-
ломавирусов быстро увеличивается, они открыты 
у большинства видов позвоночных животных, в на-
стоящее время описан геном более 200 типов этих 
вирусов [13–15].

Вирусы папиллом – группа эпителиотропных 
разнообразных видоспецифичных вирусов, выделен-
ная в семейство Papillomaviridae. Вирусные частицы 
имеют небольшие размеры: 50–60 нм в диаметре. 
Зрелая вирусная частица содержит ДНК, заключен-
ную в белковый капсид икосаэдрической формы из 
72 капсомеров. Семейство подразделяется на 29 ро-
дов, обозначенных буквами греческого алфавита. 
В основу таксономии папилломавирусов положен 
генетический принцип, а именно: степень несовпа-
дения нуклеотидной последовательности в наиболее 
консервативной области их генома – гене L1. Ввиду 
того, что ряд представителей Papillomaviridae вызы-
вают заболевания у человека, наибольшее внимание 
уделяется именно ВПЧ, которые и составляют боль-
шинство среди известных вирусов папиллом, – свы-
ше 120 [14]. ВПЧ подразделяют на 5 родов. ВПЧ 
из рода α инфицируют преимущественно слизистые 
оболочки ротовой полости и аногенитальной сферы, 
а также эпителий наружных половых органов. Все 
известные на сегодня канцерогенные ВПЧ (иначе – 
ВПЧ типов высокого онкогенного риска) относятся 
к роду α. В настоящем обзоре мы сосредоточимся 
на ВПЧ именно этого рода.

Биологический цикл вируса папилломы человека
Наиболее подробно изучены способы заражения 

аногенитальными вирусами. Основной путь заражения 
ими – горизонтальная передача от человека к чело-
веку при половом контакте, т. е. при контакте с ин-
фицированным цервикальным, вагинальным, пери-
анальным эпителием, эпителием вульвы и полового 
члена.

Рассмотрим события, происходящие после за-
ражения эпителиальных клеток вирусами папил-
лом, на примере плоскоклеточного эпителия шей-
ки матки.

Вирусы папилломы человека заражают эпители-
альные клетки базального слоя (рис. 1). Это оказы-
вается возможным при наличии небольшой трещины, 
ранки. В цитоплазме ДНК вируса освобождается от 
белков и переходит в ядро клетки, где начинаются 
транскрипция и репликация вирусного генома. Жиз-
ненный цикл вируса на всех этапах тесно связан 
со стадиями дифференцировки эпителиальных кле-
ток. После заражения вирус может персистировать 
в так называемой латентной стадии, когда темп ре-
пликации вирусного генома соответствует темпу ре-
пликации ДНК хозяйской клетки. На этом этапе 
геном вируса присутствует в ядре клетки в виде эпи-
сомы. Каждая клетка-потомок изначально заражен-
ной клетки также содержит 1 или немногочисленные 
копии генома ВПЧ. По мере того как вирусный ге-
нетический материал в ходе деления этих клеток по-
падает в дочерние супрабазальные клетки, эти 
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процессы охватывают и супрабазальный слой эпите-
лия [1].

На стадии репликативной инфекции в клетках 
поверхностного слоя, достигших стадии терминаль-
ной дифференцировки, образуются зрелые частицы 
вируса. В зараженных клетках начинается продукция 
белков капсида вируса L1 и L2. Вирусные частицы 
выделяются на поверхность эпителия, при контакте 
которого с эпителием другого человека может про-
изойти заражение последнего. Вирус не вызывает 
гибели клеток хозяина: клетки, достигшие стадии 
терминальной дифференцировки, в любом случае 
обречены погибнуть, так как по мере созревания они 
слущиваются с поверхности. ВПЧ-инфекция проте-
кает бессимптомно. Принося минимум вреда хозяи-
ну, вирус эволюционирует совместно с ним.

Мишенью для внедрения и размножения канце-
рогенных ВПЧ являются, как правило, стволовые 
клетки, находящиеся в переходной зоне эпителия 
шейки матки (между плоским и цилиндрическим 
эпителием), – в них в условиях длительной инфекции 
вирус вызывает неконтролируемую пролиферацию 
дочерних клеток. Это так называемая зона трансфор-
мации – установлено, что все патологические изме-
нения эпителия, имеющие риск перехода в рак, 

возникают именно в ней [16]. На следующей стадии 
репликация и транскрипция вирусного генома выхо-
дят из-под контроля клетки-хозяина, находящейся 
в составе базального или парабазального слоев эпи-
телия. Вирусный геном может интегрировать в одну 
из хромосом клетки в виде линейного фрагмента, 
ковалентно связанного с ДНК хромосомы, при этом, 
как правило, разрывается последовательность ДНК, 
соответствующая рамке Е2 (см. далее). Поскольку ген 
Е2 ВПЧ выполняет функцию супрессора транскрип-
ции онкогенов Е6 и Е7, происходит активация экс-
прессии вирусных онкогенов в таких клетках. Могут 
возникнуть очаги трансформации. Образуются дис-
плазии (последовательно: слабые, умеренные, тяже-
лые) (Cervical Intraepithelial Neoplasia, CIN I, CIN II, 
CIN III соответственно).

Вирусами папиллом человека типов высокого 
риска заражаются в молодом возрасте очень многие 
женщины. Пик зараженности в популяции прихо-
дится на возрастную группу около 25 лет. Примерно 
15 % женщин – носителей вируса ежегодно заража-
ются тем или иным вирусом высокого онкогенного 
риска. Подавляющее большинство из них в последу-
ющие 1–2 года освобождаются от вируса с помощью 
иммунных сил организма. У остальных ~90 % женщин 

рис. 1. Внедрение онкогенного вируса папилломы человека в эпителий шейки матки. Слева направо: латентная стадия, инфекционная ста-
дия, стадия трансформации. CIN 1 – слабая дисплазия; CIN 2 – умеренная дисплазия; CIN 3 – тяжелая дисплазия. Вирус заражает клет-
ку базального слоя эпителия шейки матки; в ядре вирусная ДНК начинает реплицироваться в темпе репликации клетки. Постепенно вирус-
ный генетический материал попадает и в супрабазальные клетки. На стадии репликативной инфекции вирусная ДНК попадает 
в поверхностные, наиболее дифференцированные клетки эпителия; здесь синтезируются белки капсида вируса L1 и L2; в просвет цервикаль-
ного канала выделяются зрелые вирусные частицы. Эпителиальные клетки, в которых образуются вирусные частицы, при этом гибнут. 
На следующей стадии репликация и транскрипция генома вируса папилломы человека выходят из-под контроля клетки-хозяина; вирусная 
ДНК интегрирует в хромосому клетки, происходит активация вирусных онкогенов E6 и E7, начинается неконтролируемое размножение 
клетки, что приводит к образованию дисплазии. Все описанные процессы протекают бессимптомно

Fig. 1. Oncogenic human papillomavirus entering cervical epithelium. Left to right: latent stage, infectious stage, transformation stage. CIN 1 ‒ mild 
dysplasia; CIN 2 – moderate dysplasia; CIN 3 – severe dysplasia. The virus infects basal cells of the cervical epithelium; inside the nucleus, viral DNA 
starts replicating at the rate of cell replication. Gradually, viral genetic material also enters the suprabasal cells. At the replicative phase, viral DNA enters 
the surface epithelial cells, the most differentiated ones, where L1 and L2 capsid proteins are synthesized. Mature viral particles are secreted into the 
lumen of the cervical canal. Epithelial cells in which the viral particles are formed, die. In the next step, replication and transcription of the human 
papillomavirus genome gets out of the host cell control; viral DNA integrates into a cell chromosome, activating E6 and E7 viral oncogenes. This launches 
uncontrolled cell division, leading to dysplasia. All described processes are asymptomatic

Латентная инфекция  /   
Latent infection

Норма  /  Normal CIN 1 CIN 2 / 3

Репликативная инфекция  / 
 Replicative infection

Хроническая нерегулируемая инфекция  /  
Persistent deregulated infection
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дисплазии в эпителии шейки матки, если они и воз-
никли, регрессируют. Однако у очень немногих жен-
щин через годы возникает РШМ. Латентный период 
между заражением онкогенным ВПЧ и появлением 
рака может составлять от 5 до 30 лет и более [1].

Геном вируса папилломы человека, вирусные онкогены
Геном ВПЧ представлен кольцевой двуспираль-

ной молекулой ДНК размером около 8 т. п. н. (рис. 2), 
он содержит 3 области: 1 – длинную регуляторную 
область с последовательностями, ответственными 
за контроль репликации и транскрипции вируса, 2 – 
раннюю (early, E) область, включающую открытые 
рамки считывания E1, E2, E4, E5, E6 и E7, необходи-
мые вирусу для осуществления «ранних», не связан-
ных с продукцией зрелых вирусных частиц, функций, 
таких как репликация и транскрипция вирусного 
генома, а также придание инфицированной клетке 
черт злокачественности у ВПЧ тех типов, которые 
обладают канцерогенным потенциалом, и 3 – позд-
нюю (late, L) область, кодирующую структурные бел-
ки L1 и L2 вирусного капсида, которые определяют 

структуру зрелой вирусной частицы. Ранние гены Е 
транскрибируются с раннего промотора (97-й нукле-
отид), поздние гены L – с позднего промотора (742-й 
нуклеотид) [1].

Для трансформации инфицированной клетки 
необходимы длительная ВПЧ-инфекция и постоян-
ная экспрессия вирусных онкобелков Е6 и Е7. Ак-
тивности белковых продуктов генов Е6 и Е7 у ВПЧ 
разных типов различаются. Эти различия, сложив-
шиеся в ходе эволюции вследствие мутаций, и об-
условили разделение ВПЧ на типы низкого и высо-
кого онкогенного риска. Для онкогенных ВПЧ 
установлена положительная корреляция между по-
казателем вирусной нагрузки (количеством вирусных 
геномов на зараженную клетку) и степенью опасно-
сти прогрессии дисплазии в рак.

Небольшие короткоживущие вирусные онкобел-
ки Е6 и Е7 ВПЧ типов высокого риска способны 
связываться со многими белками клетки-хозяина 
и нарушать их нормальное функционирование [4]. 
Главными являются следующие эффекты. Онкобелок 
Е7 взаимодействует с супрессором опухолевого роста, 
известным как белок ретинобластомы, pRB. Белок 
ретинобластомы регулирует активность транскрип-
ционных факторов семейства E2F. Е7, связываясь 
с pRB, вызывает разрушение последнего. В результате 
этого клетки беспрепятственно преодолевают ре-
стриктную точку G1 / S клеточного цикла [17]. Онко-
белок Е6 взаимодействует с супрессором опухолево-
го роста p53, что ведет к быстрому разрушению p53 
[18]. Без этого клетка, в которой произошли наруше-
ния в чек-пойнте G1 / S, была бы элиминирована 
с помощью механизма апоптоза. Помимо этого, он-
кобелок Е6 активирует транскрипцию каталитиче-
ской субъединицы теломеразы, hTERT [19], благо-
даря чему клетка получает возможность достраивать 
теломерные районы хромосом и избегает реплика-
тивного старения. Клетка становится «бессмертной». 
Оба онкобелка, Е6 и Е7, резко повышают нестабиль-
ность генома клетки-хозяина [4, 20]. Это достигается 
несколькими способами. Во-первых, в p53-дефектной 
клетке нарушаются процессы репарации генома. 
При этом возрастает частота генных мутаций. Кроме 
того, благодаря способности онкобелка Е7 нарушать 
удвоение центриолей в клеточной популяции возника-
ют многополюсные митозы. Их результатом являются 
анеуплоидные клетки.

Канцерогенные вирусы папилломы человека.  
Опухоли человека, ассоциированные  
с вирусами папилломы человека. Частота 
обнаружения вирусов папилломы человека  
в разных злокачественных новообразованиях
Содержание понятия «вирус как этиологический 

фактор развития опухоли» подразумевает комплекс 

рис. 2. Геном ВПЧ 31 [1]. Кольцевая двуспиральная молекула ДНК 
размером около 8 т. п. н. содержит 3 области: 1 – длинную регуля-
торную область (long control region ‒ LCR) с последовательностями, 
ответственными за контроль репликации и транскрипции вируса, 
2 – раннюю (early, E) область, включающую открытые рамки счи-
тывания E1, E2, E4, E5, E6 и E7, ответственные за репликацию 
и транскрипцию вирусного генома, а также придание инфицированной 
клетке черт злокачественности у тех ВПЧ, которые обладают кан-
церогенным потенциалом, и 3 – позднюю (late, L) область, кодирую-
щую белки капсида L1 и L2, определяющие структуру зрелой вирусной 
частицы. Ранние гены транскрибируются с раннего промотора  
(97-й нуклеотид), поздние – с позднего промотора (742-й нуклеотид)

Fig. 2. HPV 31 genome [1]. A circular double-stranded DNA molecule of about 
8 kbp contains 3 areas: 1 – long regulatory region with sequences controlling 
viral replication and transcription, 2 – early, E region, including the E1, 
E2, E4, E5, E6 and E7 open reading frames, responsible for viral genome 
replication and transcription, as well as malignizing infected cell in those 
HPVs that have carcinogenic potential, and 3 – late (L) region, encoding 
L1 and L2 capsid proteins, which determine the structure of the mature viral 
particle. Early genes are transcribed from the early promoter (nucleotide 
97), while the later ones – from the late promoter (nucleotide 742)
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наблюдений: вирусная ДНК регулярно обнаружива-
ется в опухолевых клетках; клонированные вирусные 
гены in vitro способны индуцировать злокачественную 
трансформацию клеток, включая клетки человека; 
вирусные гены регулярно экспрессируются в опухо-
левых клетках; в природе существуют сходные вирусы, 
способные индуцировать опухоли у экспериментальных 
животных; эпидемиологические данные подтвержда-
ют связь между опухолевым процессом и наличием 
вирусного генетического материала в опухолевых 
клетках. Эти наблюдения накапливаются постепенно 
[1, 2, 21]. Признание ВПЧ как этиологического фак-
тора РШМ было зафиксировано в пресс-релизе Все-
мирной организации здравоохранения в 1996 г.

На настоящий момент канцерогенными для че-
ловека признаны ВПЧ следующих 12 типов: 16, 18, 
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, и 59 (канцерогены 
группы 1). ВПЧ типа 68, по-видимому, являются кан-
церогенами для человека (группа 2А). В отношении 
еще нескольких типов ВПЧ, таких как 26, 53, 66, 67, 
70, 73, 82, 30, 34, 69, 85 и 97, предполагается, что они 
могут быть канцерогенными для человека (в том числе 
для некоторых из них – на основании их филогене-
тического сходства с типами ВПЧ, канцерогенность 
которых доказана), – все эти ВПЧ относят к группе 2B. 
ВПЧ типов 6 и 11 не канцерогенны для человека (are 
not classifiable as to their carcinogenicity to humans) 
(группа 3) [2].

Помимо РШМ эти вирусы способны индуциро-
вать рак вульвы, вагины, полового члена, ануса, ро-
товой полости, ротоглотки, миндалин и гортани. 
Имеются ограниченные свидетельства в пользу кан-
церогенности ВПЧ в слизистой оболочке глаза [1, 2].

Онкогенные ВПЧ обнаруживаются в ряде других, 
в том числе и широко распространенных, ЗНО, таких 
как рак пищевода, легких, толстого кишечника, яич-
ников, молочной железы, предстательной железы, 
мочевого пузыря, а также в карциномах носовых и си-
ноназальных полостей. В 2007 г. экспертами Всемир-
ной организации здравоохранения была зафикси-
рована точка зрения о недостаточности данных 
(inadequate evidence) для вывода в пользу канцеро-
генности ВПЧ в этих органах [1]. Следует отметить, 
что в последние годы получены новые доказательства 
ассоциации с онкогенными ВПЧ всех перечисленных 
выше ЗНО: рака легких, молочной железы, предста-
тельной железы, пищевода, яичников, толстого ки-
шечника, мочевого пузыря, полостей носа [22–31]. 
Ассоциация этих ЗНО с ВПЧ остается предметом 
дискуссий. В связи с появлением эффективных 
средств профилактики ВПЧ-ассоциированных ЗНО 
очевидна актуальность работ в данной области.

Установлена этиологическая роль ВПЧ типов 6 и 11, 
считающихся вирусами низкого онкогенного риска, 
в возникновении доброкачественных новообразова-

ний – рецидивирующего респираторного папилло-
матоза (РРП) и аногенитальных бородавок [1].

Рецидивирующий респираторный папиллома-
тоз – редкое ВПЧ-ассоциированное заболевание 
верхних дыхательных путей [32]. Несмотря на то что 
РРП считается доброкачественным новообразовани-
ем, он представляет собою значительную проблему 
для здравоохранения. РРП может затронуть слизи-
стую оболочку любого отдела дыхательного тракта, 
чаще всего поражается гортань. Заболевание может 
дебютировать в любом возрасте, причем у детей весь-
ма часты распространенные формы, у этой группы 
больных РРП является одной из частых причин оси-
плости, у взрослых больных существует риск малиг-
низации папиллом [33, 34]. Распространение папиллом 
на легкие происходит в 3,3 % случаев, малигниза-
ция – приблизительно в 0,5 случая [35]. Частота ре-
цидивирования РРП в мире составляет 4,3 на 100 тыс. 
детей и 1,8 на 100 тыс. взрослых – у этих больных 
вы полняется более 15 тыс. операций в год [34]. Из-
вестны летальные исходы заболевания, вызванные 
нарушением проходимости дыхательных путей [35]. 
Природа РРП изучена недостаточно, одним из фак-
торов риска в данном случае являются нарушения 
функционирования определенных звеньев иммунной 
системы [36, 37].

Получены первые свидетельства в пользу эффек-
тивности четырехвалентной ВПЧ-вакцины Гардасил 
при лечении РРП: повышение уровня антител к бел-
ку L1 ВПЧ типов 6 и 11 у больных после троекратной 
вакцинации, а также достоверное снижение частоты 
рецидивирования заболевания в группе провакци-
нированных больных РРП по сравнению с аналогич-
ным показателем для группы невакцинированных 
[38, 39].

Аногенитальные бородавки представляют собой 
распространенное заболевание, приводящее к сни-
жению трудоспособности, психологическому дис-
комфорту у больных и немалым проблемам у врачей. 
В мире ежегодно регистрируется от 160 до 289 случа-
ев этого заболевания на 100 тыс. населения [40]. С це-
лью предупреждения этого заболевания в состав че-
тырехвалентной и девятивалентной ВПЧ-вакцин 
включены ВПЧ типов 6 и 11.

В мире среди всех вновь выявляемых ежегодно 
случаев рака на долю вызванных канцерогенными 
ВПЧ приходится 570 тыс. случаев у женщин и 60 тыс. 
у мужчин. Процент ВПЧ-ассоциированных среди 
всех ЗНО в разных регионах мира варьирует в широ-
ких пределах. Так, для женщин Австралии, Новой 
Зеландии и США он не превышает 3 %, а для женщин, 
проживающих в Индии, Юго-Восточной Азии и Аф-
рике южнее Сахары, он достигает 26 %. РШМ состав-
ляет наибольшую часть всех индуцированных онко-
генными ВПЧ вновь выявленных в мире случаев 
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ЗНО – 530 тыс., 50 % этих случаев диагностируется 
у женщин в возрасте до 50 лет; более чем 2 / 3 всех слу-
чаев возникают в слаборазвитых странах. ВПЧ типов 
16 и 18 ответственны за 71 % заболеваний РШМ в ми-
ре, а ВПЧ типов 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58 (они 
включены в девятивалентную вакцину) – за 90 % [41].

Традиционно ВПЧ-положительными считают все 
случаи РШМ. Следует, однако, заметить, что крайне 
редкие ВПЧ-отрицательные случаи РШМ при целе-
направленном поиске были обнаружены и описаны. 
Частота их, по косвенным оценкам, составляет менее 
0,5 % всех РШМ, но тот факт, что они существуют, 
заслуживает упоминания, так как эти формы РШМ 
крайне трудно диагностируются (их не выявляет так 
называемый ПAП-тест – микроскопическое иссле-
дование мазка, при котором цитолог фиксирует на-
личие предраковых или раковых клеток во влагалище 
и шейке матки; тест получил название по имени гре-
ческого ученого, который его разработал, – Папанико-
лау). Такие опухоли обнаруживаются на поздних ста-
диях, в силу чего оказываются неоперабельными [42].

На долю ВПЧ-индуцированных приходится 
8500 случаев рака вульвы, 12 тыс. случаев рака вла-
галища, 35 тыс. анального и 13 тыс. – рака полового 
члена среди всех вновь выявляемых в мире ежегодно. 
ВПЧ типов высокого риска обнаруживаются в 90 % 

анальных карцином. При данной форме рака ВПЧ 
типа 16 обнаруживается в опухолевых клетках не-
сколько чаще, чем при РШМ. Как следствие этого, 
ВПЧ типов 16 и 18 ответственны за 87 % этих ЗНО, 
а ВПЧ типов 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58 – за 96 %. 
Для таких редких форм ЗНО, как рак вульвы, поло-
вого члена и влагалища, частота ВПЧ-положительных 
случаев оценивается в 25, 50 и 78 % соответственно, 
а вклад ВПЧ тех типов, от которых защищают про-
филактические вакцины, в их возникновение близок 
к аналогичным показателям для РШМ [41].

С ВПЧ бывают ассоциированы карциномы голо-
вы и шеи 3 локализаций: рак ротоглотки (основания 
языка, а также миндалин), реже – рак ротовой поло-
сти и гортани. В мире ~38 тыс. вновь выявляемых 
ежегодно случаев рака головы и шеи оказываются 
ВПЧ-положительными, причем географические ре-
гионы, в которых преимущественно обнаруживают-
ся такие случаи, – это экономически развитые стра-
ны Северной Америки, Европы и Австралии: здесь 
частота ВПЧ-положительных случаев достигает 40 %. 
ВПЧ типов 16 и 18 ответственны за 85 % этих ЗНО, 
а ВПЧ типов 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58 – за 90 % [41].

В целом профилактические вакцины, по предва-
рительным оценкам, могут предупредить от 70 до 90 % 
случаев рака, ассоциированных с ВПЧ [41].
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модиФикаЦии аддитивныХ теХнолоГий 
для ПолУчения лекарСтвенныХ Форм
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1ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фармакологии им. В. В. Закусова»; Россия, 125315 Москва, ул. Балтийская, 8; 
2ЧУ ОО ВО «Медицинский университет «Реавиз»; Россия, 107564 Москва, ул. Краснобогатырская, 2, стр. 2
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В данном обзоре представлены технологические подходы к четырехмерной печати, являющиеся модификацией аддитивных 
технологий. Показаны отличительные особенности данной технологии от трехмерной печати. Дано описание применения 
четырехмерной печати в фармацевтической технологии и преимуществ перед традиционными методами создания лекар-
ственных форм. Продемонстрированы классификация адаптивных материалов, принципы их применения и особенности 
печатного оборудования. Представлены примеры адаптивных материалов, включающих смарт-полимеры и чувствительные 
к стимулам гидрогели. Приведены преимущества данного вида производства, его перспективы развития и технологические 
особенности получения микрокапсул, гидрогелей и мукоадгезивных пленок из смарт-полимеров благодаря использованию 
 аддитивной  печати.
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ModIFICaTIoN oF addITIVE TEChNoloGIES FoR oBTaINING MEdICal FoRMS

K . V . Alekseev1, 2, E . V . Blynskaya1, S . V . Tishkov1, V . K . Alekseev1, A . A . Ivanov1

1Research Zakusov Institute of Pharmacology; 8 Baltiyskaya St., Moscow 125315, Russia; 
2“Reaviz” Medical University; p. 2, 2 Krasnobogatyrskaya St., Moscow 107564, Russia

This review presents technological approaches to 4-D printing, which are modifications of additive technologies. Showing the distinctive 
features of this technology from the three-dimensional printing. The use of four-dimensional printing in pharmaceutical technology and 
advantages over traditional methods of creating dosage forms are described. Demonstrated classification of adaptive materials, the prin-
ciples of their application and features of printing equipment. Examples of adaptive materials are presented, including smart polymers 
and stimuli sensitive hydrogels. The advantages of this type of production, its development prospects and technological features of the pro-
duction of microcapsules, hydrogels and mucoadhesive films of smart polymers by additive printing technology are given.

Key words: additive technologies, three-dimensional printing, four-dimensional printing, smart polymers

Введение
Совершенствованию систем доставки противо-

опухолевых лекарственных средств (ЛС) посвящено 
множество публикаций и исследований, в частности 
создание липосомальных лиофилизатов, термочув-
ствительных липосом, наноструктурированных и дру-
гих систем направленной доставки [1–4]. Важное 
значение имеют аддитивные технологии производ-
ства управляемых микрокапсул, которые в настоящее 
время исследуются для применения в технологии 
противоопухолевых систем доставки. Подробно они 
будут рассмотрены далее.

Несмотря на относительно недавно начатые из-
учение и использование трехмерной (3D) печати 
в фармацевтической технологии, разрабатываются 
технологические приемы, совершенствующие данные 

подходы к производству лекарственных форм (ЛФ) 
[5, 6]. Одним из таких направлений является до-
полнение существующих технологий адаптивными 
полимерами, или, по-другому, смарт-полимерами 
(СП) (интеллектуальными) , которые изменяют свою 
морфологию заранее заданным образом в ответ 
на воздействие определенных факторов. Такую кон-
цеп цию называют «четырехмерная (4D) печать», где 
в ка честве 4-го измерения используют время, по-
скольку в течение отмеренного интервала времени 
происходит преобразование конфигурации ЛФ. Из-
менения в структуре ЛФ являются результатом ис-
пользования смарт-полимеров, которые реагируют 
на такие раздражители, как свет, температура, вода 
или pH. Несмотря на отсутствие зарегистрированных 
лекарственных препаратов (ЛП), использующих 
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технологию 4D-печати, существуют исследования 
по использованию интеллектуальных полимерных 
материалов для инкапсулирования фармацевтических 
субстанций (ФС) или клеток, а также по созданию 
биоадгезивных ЛФ. Объединив 3D-печать, способ-
ную создавать персонализированные ЛП, и адаптивные 
материалы, изменяющие собственную морфологию 
в течение времени, 4D-печать дает возможность про-
изводить новые персонифицированные системы до-
ставки.

Цель исследования – кратко описать технологи-
ческие приемы, возможности применения 4D-печа-
ти ЛФ и выявить отличительные особенности 
по сравнению с 3D-печатью.

Основные пути четырехмерной модификации 
3D-печати
3D-печать – метод аддитивной печати, при ко-

тором каждый объект ЛФ создается индивидуально 
путем послойного нанесения, отвержения или свя-
зывания ФС и вспомогательных веществ (ВВ) с чет-
ко регулируемым расположением частиц.

Производство 3D-печатных объектов начинается 
с файла автоматизированного проектирования, ко-
торый описывает геометрию и размер печатаемых 
объектов. Объект с использованием программного 
обеспечения разделяется на ряд цифровых слоев по-
перечного сечения, которые затем изготавливаются 
3D-принтером. В этом процессе могут использовать-
ся многие различные типы материалов, такие как тер-
мопластичные ВВ, порошки, металлы и отверждае-
мые ультрафиолетом полимеры.

4D-печать определяется как печать 3D-объектов 
с возможностью изменения формы или функции 
под воздействием внешних раздражителей во време-
ни [7]. Схема различных принципов печати показана 
на рис. 1.

Существенная разница между 4D- и 3D-печатью 
заключается в добавлении интеллектуального дизай-
на или адаптивных материалов, что приводит к зави-
сящей от времени деформации объекта. Для дости-
жения представленной цели печатаемый материал 
должен самостоятельно трансформироваться по фор-

ме или функционально при воздействии внешнего 
раздражителя, такого как осмотическое давление, 
изменение температуры, электромагнитное или уль-
трафиолетовое излучение и т. д. [8]. Однако включе-
ние дополнительных функций адаптации материалов 
в ЛФ создает дополнительные сложности в процессе 
разработки, поскольку 4D-печатные структуры долж-
ны заранее программироваться на основе механизма 
преобразования управляемых СП, которые включают 
требуемые деформации ВВ. Поскольку большинство 
материалов для 3D-печати предназначено только для 
производства жестких, статичных объектов, выбор 
ВВ для 4D-печати является особо сложной задачей.

Адаптивные материалы, или смарт-полимеры, 
для 4D-печати
Технологии 3D- и 4D-печати классифицируются 

в основном с учетом типов используемых материалов. 
Выбор ВВ оказывает непосредственное влияние на 
механические или термические свойства, а также 
на стимулы преобразования готовых объектов. Хотя 
основное различие между 3D- и 4D-печатью заклю-
чается в материалах, процессы изготовления печат-
ных объектов одинаковы.

В настоящее время для 4D-печати доступно огра-
ниченное количество чувствительных к стимулам ВВ, 
поскольку не все адаптивные материалы могут быть 
напечатаны на 3D-принтерах. Существует 2 основных 
типа интеллектуальных полимерных материалов, ко-
торые используют в 4D-печати: гидрогели, которые 
набухают при воздействии воды или других раство-
ренных веществ, и СП с памятью формы. СП отве-
чают на ряд раздражителей, включая температуру, pH 
или ультрафиолетовое излучение. В табл. 1 перечис-
лены некоторые примеры адаптивных материалов 
в зависимости от их чувствительности к стимулам. 
Некоторые из них уже использовались для 4D-печа-
ти, другие ВВ исследуются для практического при-
менения.

Гидрогели используют для создания структур, 
в которых диффузия воды в полимерную сеть созда-
ет специфическое локализованное набухание, таким 
образом изменяя морфологию продукта. Исследова-
тели из Массачусетского технологического институ-
та создали линейный продукт, напечатав жесткий 
водостойкий материал, соединенный гидрогелем 
в «петлях», который после погружения в воду искажал 
созданную 3D-структуру. Поглощение воды шарнир-
ной частью какого-либо объекта вызывает набухание, 
что приводит к предсказуемому изгибу жесткого ма-
териала. Представленный эффект использовали для 
создания как полностью закрытого куба, так и кон-
тура куба, зависящего от размера и манипуляций 
с конструкционными водонепроницаемыми секци-
ями [9].

рис. 1. Схема 1D-, 2D-, 3D- и 4D-принципов печати

Fig. 1. Scheme 1D-, 2D-, 3D- and 4D-principles of printing

1D           2D                3D               4D
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таблица 1. Примеры интеллектуальных, или адаптивных, материалов, применяющихся в фармации и медицине

Table 1. Examples of intelligent or adaptive materials used in pharmacy and medicine

Стимул 
Stimulus

наименование и / или тип 
материала 

Material name and / or type

Состав композиции 
Composition formulation

Процесс печати 
Printing process

Температура 
Temperature

pNIPAM-AAc Наночастицы pNIPAM-AAc, PPF, Fe
2
O

5
 

pNIPAM-AAc, PPF, Fe
2
O

5
 nanoparticles

 – 

Метакрилированный 
поликапролактон 
Methacrylated PСL

PCL-диметилакрилат, ТРО в качестве 
фотоинициатора, витамин Е для предот-
вращения преждевременного сшивания, 

тонер желтый Yellow 3GP 
PCL dimethylacrylate, TPO as a photoinitiator, 

Vitamin E to prevent premature crosslinking, 
Yellow 3GP toner

Стереолитография (принтер 
для цифровой лазерной 

печати Freeformpico 2 SLA) 
Stereolithography (laser printer 

Freeformpico 2 SLA) 

Хирургические скобы PLA 
PLA surgical staples

PLA Не упомянуто 
Not mentioned

Гидрогель ПВС / ПЭГ 
PVA / PEG hydrogel

Двусторонний гидрогель ПВС / ПЭГ 
Bilateral PVA-PEG hydrogel

 – 

Жидкая смола на основе 
эпоксидированного 

соевого масла и акрилата 
Soybean-oil based epoxy  

acrylate resign

Эпоксидированный соевым маслом 
акрилат содержит 3 основных остатка 

жирных кислот (стеариновая, 
олеиновая и линолевая кислоты) 

с боковыми алкановыми группами, 
которые могут замерзнуть и улучшить 

фиксацию формы при –18 °C 
Soybean-oil based epoxy acrylate contains 3 basic 

fatty acid residues (stearic, oleic and linoleic 
acids) with alkane-side groups that can freeze and 

improve fixation form at –18 °C

Стереолитография 
(модифицированная 

платформа 3D-принтера 
Solidoodle®) 

Stereolithography (modified 
Solidoodle® 3D printer platform) 

Магнитное 
поле 
Magnetic field

PEGDA / 
PHEMA-микроробот 

PEGDA / PHEMA microrobot

PEGDA, оксид железа (II, III) (Fe
5
O

4
); 

2-PHEMA-слой 
PEGDA, ferric oxide (II, III) (Fe

5
O

4
); 

2-PHEMA-layer

 – 

Макропористый феррогель 
Macroporous ferrogel

Пептиды, содержащие аминокислотную 
последовательность: аргинин-глицин- 

аспарагиновая кислота, альгинат натрия, 
наночастицы Fe

5
O

4
 

Peptides containing the amino acid sequence: 
arginine-glycine-aspartic acid, sodium alginate, 

Fe
5
O

4
 nanoparticles

 – 

Свет 
Light

Оптогенетические биоботы 
на мышечных кольцах 
Optogenetic muscle ring-

powered biobots

Светочувствительная смола PEGDA 
PEGDA photosensitive resin

Стереолитография 
(стереолитографические 

250 / 50; 3D-системы) 
Stereolithography 

(stereolithographic 250 / 50;  
3D systems) 

Гидрогель PHEMA 
PHEMA hydrogel

Сшитая PHEMA, функционализирован-
ная азобензольными группами 

Cross-linked PHEMA, functionalized with 
azobenzene groups

 – 

Влажность 
Humidity

PCADAG

ПЭГ-конъюгированное производное 
азобензола (PCAD) и агароза (AG) 

PEG-conjugated azobenzene derivative (PCAD) 
and agarose (AG) 

 – 

CSF
0

Стеариловый эфир целлюлозы 
с низкой степенью 

замещения (DS = 0,3) 
Low-substituted cellulose  
stearyl ether (DS = 0,3) 

 – 
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Смарт-полимеры, способные принимать времен-
ные морфологии в ответ на определенные внешние 
раздражители, такие как температура или pH, после 
возвращения в исходную внешнюю среду восстанав-
ливают свою постоянную форму. В таких механизмах 
используемый интеллектуальный материал реагиру-
ет на определенный прогнозируемый стимул, дости-
гающий критической точки перегиба, такой как тем-
пература стеклования (Tg) полимера. При неизменной 
постоянной форме температура полимера должна 
быть ниже Tg, обеспечивая материал в хрупком твер-
дом состоянии. Однако при температурах выше Tg 
материал переходит в вязкое, более гибкое состояние. 
Представленные преобразования учитывают опреде-
ленные, предсказанные изменения в морфологии 
структуры, прежде чем вернуться в состояние покоя 
при падении температуры ниже Tg.

На рис. 2 показан пример фотосшитого СП 
с функционализированной акриловой кислотой 
(pNIPAM-AAc) в сочетании с фумаратом полипро-
пилена, где компонент pNIPAM-AAc превращается 
в гидрофобное состояние, демонстрируя преобразо-
вание формы после повышения температуры выше 
36 °С [7].

Гидрогели, содержащие магнитные частицы, или 
феррогели, представляют собой материалы, чувст-
вительные к магнитному полю. Примером является 
основанный на альгинате каркас, который управля-
ет движением воды из внутренних пор под действием 
магнитного поля, вызывая тем самым высвобождение 
клеток или ФС [10]. В настоящее время также раз-
рабатываются гибридные системы, содержащие не-
сколько слоев СП, реагирующих на разные сти-

мулы, – такой подход, например, реализован при 
создании 3D-печатной ЛФ, реагирующей на магнит-
ное поле, а также на изменение рН. Изготовлена дан-
ная конструкция из двуслойной структуры гидрогеля 
полиэтиленгликоля акрилата (PEGDA) и 2-гид-
роксиэтилметакрилата (PHEMA) и содержит частицы 
оксида железа (Fe

3
O

4
), которые могут перемещаться 

под действием внешнего магнитного поля к месту 
назначения и высвобождать инкапсулированное ЛС 
при изменении рН (подробнее – далее).

Светочувствительные материалы могут преобра-
зовывать свою форму на основе фотоизомеризации 
и фотодеградации в полимерной цепи. Подобные 
механизмы применяют в микрокапсулах с кольцевой 
структурой, где стереолитографическую 3D-печать 
использовали для изготовления литьевых форм 
для колец и полос из светочувствительной смолы 

Стимул 
Stimulus

наименование и / или тип 
материала 

Material name and / or type

Состав композиции 
Composition formulation

Процесс печати 
Printing process

Осмотиче-
ское давле-
ние 
Osmotic 
pressure

Гидрогель ПЭГ 
PEG hydrogel

Фотосшиваемый ПЭГ с фотоинициа-
тором 1-[4-(2-гидроксиэтокси)фенил]-

2-гидрокси-2-метил-1-пропан-1-1-оном 
(Irgacure® 2959) 

Photocrosslinked PEG with 1-[4-(2-hydroxyethoxy)- 
phenyl]-2-hydroxy-2-methyl-1-propan-1-one 

photoinitiator (Irgacure® 2959) 

 – 

Винилкапролак-
там / ПЭГ-гидрогель 
Vinyl caprolactam / PEG 

hydrogel

Винилкапролактам, полиэтилен, эпокси-
диакрилатный олигомер (Irgacure® 819) 

Vinyl caprolactam, polyethylene, epoxy diacrylate 
oligomer (Irgacure® 819) 

Универсальный 3D-принтер 
Stratasys Connex 500 

Universal 3D printer Stratasys 
Connex 500

Примечание . pNIPAM-AAc – поли-N-изопропилакриламид с акриловой кислотой; PPF – полипропиленфумарат; 
PCL – поли-E-капролактон; ПВС – поливиниловый спирт; ПЭГ – полиэтиленгликоль; Fe

2
O

5
 – оксид железа; 

ТРО – (2,4,6-триметилбензоил)-дифенилфосфиноксид; PLA – поли-L-молочная кислота; PHEMA – гидроксиэтилмета-
крилат; PEGDA – полиэтиленгликоль акрилата. 
Note . PNIPAM-AAc – poly-N-isopropylacrylamide-coacrylic acid; PPF – polypropylene fumarate; PCL – poly-E-caprolactone; PVA – polyvinyl 
alcohol; PEG – polyethylene glycol; Fe

2
O

5
 – iron oxide; TPO – diphenyl(2,4,6-Trimethylbenzoyl) phosphine oxide; PLA – poly-L-lactic acid; 

PHEMA – hydroxyethyl methacrylate; PEGDA – polyethylene glycol acrylate.

рис. 2. Принципиальная схема, иллюстрирующая обратимое само-
раскладывание мягких микрогрипперов (микрокапсул) в зависимости 
от температуры

Fig. 2. Schematic diagram illustrating the reversible self-folding of soft 
microgrippers (microcapsules) depending on temperature

   Ненабухающий полимер / Non-swellable polymer

   Набухающий гидрогель / Swellable hydrogel

Нагрев  /   
Heating

Охлаждение  /  
Cooling

Нагрев  /   
Heating

Охлаждение  /  
Cooling

Окончание табл. 1
End of table 1
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PEGDA. Другим примером светочувствительности 
является использование сшитой PHEMA, функцио-
нализированной азобензольными группами, где об-
лучение светом изменяет степень набухания [11]. 
У материалов, чувствительных к влаге, образуется 
изгиб, вызываемый полиэтиленгликолем (ПЭГ), про-
изводными азобензола, конъюгированными с ПЭГ 
и пленками агарозы, или материалами на основе 
 целлюлозы [12, 13]. Полученные микрокапсулы, отпе-
чатанные в виде двуслойных конструкций с исполь-
зованием 1-[4-(2-гидроксиэтокси)фенил]-2-гид рокси- 
2-метил-1-пропан-1-она в качестве фотоинициатора, 
раскрываются под действием различий в характери-
стиках набухания слоев гидрогеля и преобразовыва-
ют свою форму для формирования микроструктури-
рованных объектов. Подобный принцип адаптирован 
путем добавления не набухающего, но гибкого мате-
риала в качестве 2-го слоя для формирования соеди-
нений между жесткими линейными структурами. 
На рис. 3 изображена принципиальная схема, иллю-
стрирующая деформацию, вызванную осмотическим 
давлением [14].

Одним из важнейших этапов в применении СП 
стало создание сердечно-сосудистых стентов, спо-
собных деформироваться в ответ на изменяющуюся 
температуру при имплантировании в тело пациента. 
(Из-за сложной геометрии, требуемой для стентов, 
традиционные методы изготовления являются весь-
ма трудоемкими. Однако, применяя 4D-печать, мож-
но создавать стенты любого размера за короткое время 
и с минимальными затратами.) После имплантации 

стента происходит охлаждение, и он возвращается 
к своей большей, клинически эффективной форме, 
где остается навсегда.

Применение 4D-печатных лекарственных форм 
в фармацевтической технологии
В 4D-печати СП в фармацевтической технологии 

применяются такие основные механизмы, как му-
коадгезия ЛФ и инкапсуляция ФС. Мукоадгезивные 
ЛФ способны прикрепляться к кишечному эндо-
телию, благодаря чему они могут инициировать 
высвобождение ФС. Исследователи из Государ-
ственного университета Огайо разработали трех-
слойную мукоадгезивную систему доставки ЛС, 
предназначенную для применения ЛФ с замедлен-
ным высвобождением [15]. В ЛФ использовали 
чувствительный к рН гидрогель в качестве внеш-
него слоя, который при достижении рН 6,5 в тон-
кой кишке изменяет свою форму и захватывает 
кишечную стенку. Продемонстрировано, что ЛФ 
прилипает к стенкам тонкой кишки свиньи (с ис-
пользованием буфера рН 6,5), обеспечивая более 
длительное время пребывания, чем стандартное время 
для пластыря из поликапролактона (103 и 72 мин 
соответственно), и сводит к минимуму воздействие 
ФС на кишечную жидкость. Благодаря этому само-
раскрывающемуся механизму представленной ЛФ 
слизисто-адгезивный слой с ЛС дольше прикреп-
ляется к стенке кишечника, что позволяет больше-
му количеству ФС проходить через эпителий сли-
зистой оболочки (рис. 4).

рис. 3. Набухание слоев: а – схема вида сбоку 3 основных стадий фотосшивания полиэтиленгликоль-бислоя; б – примеры геометрии самосги-
бающегося гидрогеля

Fig. 3. Layers swelling: а – 3 main stages of photocrosslinking of polyethylene glycol bilayer, side view diagram; б – examples of self-bending hydrogel 
geometry

Фотосшитый 1‑й слой  / 
 Photocrosslinked layer 1

Фотосшитый 2‑й слой  /  
Photocrosslinked layer 2

Самосгибающиеся бислои в воде  / 
 Self-bending bilayers in water
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Еще один пример мукоадгезивной ЛФ, разрабо-
танной с использованием интеллектуальных матери-
алов, – это термочувствительные ЛФ с многолучевым 
покрытием ЛС, также известные как терагрипперы 
[14, 16]. Принимая заданную конструкцию при воз-
действии температур выше 32 °C, эта ЛФ самопроиз-
вольно прикрепляется к поверхности тканей, попадая 
в организм при комнатной температуре. Пористость 
структур позволяет дозировать ФС, которая затем 
высвобождается на протяжении срока до 7 дней, имея 
кинетику высвобождения 1-го порядка. Данные свой-
ства продемонстрированы в исследованиях in vitro, 
в которых терагрипперы показали замедленное 
высвобождение доксорубицина по сравнению с кон-
тролем. Опираясь на эту концепцию, некоторые ис-
следователи включили наночастицы Fe

3
O

4
 в пористый 

слой гидрогеля, как описано ранее [17].
Инкапсулированные 4D-печатные ЛФ представ-

ляют собой самораскрывающиеся конструкции, 

которые изменяют свою форму, создавая контейнер, 
в который могут быть помещены ФС или даже клетки 
(рис. 5а) [7]. Фибробласты и β-клетки поджелудочной 
железы были инкапсулированы и демонстрировали 
жизнеспособность в течение более 1 нед после внед-
рения (рис. 5б, в) [18].

Клетки дрожжей также находились в данных ЛФ 
с использованием самораскрывающихся микро-
капсул, которые могли высвобождать указанное со-
держимое в зависимости от температуры окружающей 
среды [19]. Подобная технология подходит и для при-
менения ЛФ для доставки энтеросолюбильного ЛС, 
в котором содержимое высвобождается при опреде-
ленных раздражителях, будь то рН, заданное время 
или температура.

В других исследованиях создавали микрокапсулы, 
состоящие из бислоя гидрогеля, изготовленного с по-
мощью метода 3D-печати стереолитографии [12]. 
pH-чувствительный гель действовал как один слой, 

рис. 4. Трехслойная слизисто-адгезивная система доставки лекарственных средств: а – принцип действия; б – размеры в раскрытом состоянии

Fig. 4. Three-layer mucous-adhesive drug delivery system: а – principle of operation; б – dimensions in the open state

рис. 5. Иллюстрация процесса самосгибания полимерного контейнера при 60 °C (а); подсвеченное (б) и флуоресцентное (в) изображение со-
бранного непористого полимерного контейнера, содержащего окрашенные клетки фибробластов

Fig. 5. Process of self-bending of the polymer container at 60 °C (a); an illuminated (б) and fluorescence (в) image of the assembled non-porous polymer 
container containing stained fibroblast cells

а бТонкий неадгезивный слой  / 
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способный изменять морфологию структуры для 
улавливания и высвобождения ФС, в то время как 
другой слой содержал частицы Fe

3
O

4
, что позволяло 

управлять движением микрокапсул с помощью маг-
нитного поля (рис. 6). В результате высокой скорости 
метаболизма микроокружения опухоли и низкого 
парциального давления кислорода рН опухолевой 
ткани составляет приблизительно 4,5–6,0 [20, 21]. 
Это используется микрокапсулой, которая предназна-
чена для высвобождения своего содержимого после 
контакта с кислой опухолевой тканью. Микрограну-
лы, содержащие ФС доцетаксел, инкапсулировали 
с помощью данной ЛФ и транспортировали к клет-
кам, используя магнитную природу внешнего слоя.

Показано, что структура успешно высвобождает 
ЛС в предполагаемом месте, снижая жизнеспособ-
ность опухолевых клеток на 70 %. Сосредоточив 
высвобождение на опухолевой ткани, терапевтиче-
ский эффект ЛС увеличивается, в то же время огра-
ничивая количество ФС, которое проходит через 
системный кровоток. Следовательно, подобная ЛФ 
может не только повысить эффективность ЛС, но 
и снизить риск серьезных побочных эффектов, ко-
торые часто ограничивают использование многих 
противоопухолевых соединений.

Аспекты осуществления 4D-печати
Первоначально исследования по 4D-печати про-

водили на различных типах коммерческих 3D-прин-
теров. Однако при печати ЛФ с использованием 
адаптивных материалов исходное сырье может агло-
мерироваться на обычных машинах, – в результате 
некоторые исследовательские группы разработали 
специальные 4D-принтеры. Например, J. Choi и со-
авт. создали принтер с экструзионным соплом, по-
крытым приспособленным для печати СП (в данном 

случае термополиуретаном) [22]. Поскольку термо-
полиуретан сжимается при нагревании, форсунка 
легко забивается. Чтобы преодолеть представленное 
затруднение, принтер содержит нагревательный слой 
для обеспечения достаточной циркуляции тепла 
во время процесса печати. При этом нагревательное 
устройство размещено рядом с соплом для миними-
зации потери тепла. Конструкция сопла значительно 
длиннее, чем в обычных машинах, и оно покрыто 
политетрафторэтиленом для уменьшения трения. 
Еще одним примером 4D-принтера является создан-
ный Q. Ge и соавт. аппарат на основе стереолито-
графического принтера, отличительная особенность 
которого заключается в повышенной мощности ла-
зера. Дан ная особенность необходима, поскольку для 
4D-печати используют специальные фотоотвержда-
емые СП, требующие гораздо более высокой энергии 
воздействия, чем типичные полимеры на основе ме-
такрилата [23].

Управляя структурой и ориентацией СП, можно 
вызывать определенные морфологические изменения 
в конечном продукте при воздействии соответству-
ющих стимулов. Например, Q. Ge и соавт. создали 
структуру с волокнами СП, нанесенными в заданной 
ориентации [23]. После воздействия тепла печатная 
структура преобразуется в сложные формы с про-
странственно изменяющейся кривизной в зави-
си мости от ориентации, в которой волокна были 
рассчитаны изначально. Следовательно, благодаря 
сочетанию адаптивных материалов и интеллектуаль-
ного дизайна 4D-печать может создавать структуры 
со сложной морфологией. Так, 4D-печать может об-
легчить изготовление конструкций, слишком сложных 
для 3D-печати. Распечатав объект, имеющий простую 
для создания конструкцию, под воздействием специ-
альных стимулов возможно преобразовать его в ЛФ 

рис. 6. Схема, иллюстрирующая принцип действия микрокапсулы, которая может перемещаться под действием магнитных полей [12]

Fig. 6. A diagram illustrating the principle of operation of a microcapsule that can move under the influence of magnetic fields [12]
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со сложной морфологией. Кроме того, путем перво-
начальной печати 2D-структур и превращения их под 
воздействием определенных стимулов в 3D-ЛФ мож-
но избежать многих недостатков 3D-печати [24].

Заключение
Для адаптивных материалов в аддитивной техно-

логии производства ЛФ открываются широкие пер-
спективы развития, заключающиеся в использовании 
уже существующих методов создания 3D-печати и СП. 
Данное сочетание ВВ и технологий печати способно 
создавать структуры, изменяющие свою конформа-
цию в течение времени и в ответ на заранее запро-
граммированные стимулы. 4D-печать предлагает 
преимущество по созданию мукоадгезивных ЛФ, 
способных к целенаправленному прикреплению 
к тканям организма и более эффективному высвобо-
ждению ФС непосредственно в заданные участки. 
Возможности по инкапсуляции ЛС в СП открывают 
перспективы по созданию более эффективных и на-

правленных систем доставки, реагирующих на раз-
личные стимулы, в частности на изменение рН, на-
блюдаемое в опухолевых тканях.

Несмотря на то что 3D-печать все еще находится 
на начальном этапе развития в фармацевтической 
технологии, переход на 4D-печать является относи-
тельно простой задачей. Отличия 3D-печатных прин-
теров для 4D-печати небольшие, и есть возможность 
внести конструктивные изменения, которые рассма-
триваются для каждого частного случая. С помощью 
адаптивных материалов можно создавать и персони-
фицированные 3D-ЛФ, используя более дешевую 
2D-печать с последующей обработкой. При этом 
4D-печатные ЛФ могут обеспечить целенаправленное 
высвобождение ФС, которое можно корректировать 
для каждого отдельного пациента. Однако, несмотря 
на перспективы развития 4D-печати, все же необхо-
димо решение еще многих регуляторных, технологи-
ческих и нормативных вопросов, а также более ши-
рокое внедрение 3D-печати ЛФ.
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противоопухолевых лекарственных препаратов. Обзор состоит из 3 частей, в которых представлены данные о биологической 
активности конъюгатов стероидов с известными лекарственными препаратами, стероидных димеров и конъюгатов стероидов 
с различными природными соединениями, их фрагментами и синтетическими аналогами. Приведены структуры 231 стеро-
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The review is dedicated to results of investigations of steroid conjugates published predominantly over the past decade. It consists of three 
parts in which the data concerning biological activity of steroid conjugates with known drugs, steroid dimers, and steroid conjugates with 
some natural compounds, their fragments and related derivatives and analogs, are discussed. The structures of 231 steroid conjugates 
and their anti-cancer properties are presented.
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Введение
Одно из бурно развивающихся направлений со-

временной биомедицинской химии – создание новых 
лекарств на основе гибридов и конъюгатов биологи-
чески активных молекул, в первую очередь природных 
соединений. Считается, что такие препараты, обла-
дающие высокой избирательностью и эффективно-
стью, могут служить существенным дополнением и / или 
альтернативой традиционной комбинированной тера-
пии. Присутствие нескольких фармакофоров в 1 моле-
куле конъюгата может усиливать его биологический 
эффект, направлять действие сразу на несколько 
биомишеней, снижать побочные эффекты.

В настоящее время устойчивая терминология 
в области гибридов и конъюгатов еще не сформиро-
валась, и для описания сложных полифункциональ-
ных молекул одни авторы используют термины 

«гибрид» и «конъюгат», не делая различия между ни-
ми, другие предлагают называть конъюгатом моле-
кулу, в которой функциональные фрагменты 2 или 
более фармакофоров связаны линкером, а гибри-
дом – молекулу, в составе которой можно вычленить 
функциональные группы, принадлежащие разным 
фармакофорам.

Различным аспектам создания и применения ги-
бридов и конъюгатов посвящены многочисленные 
обзоры [1–10]. Кроме того, опубликованы обзоры, 
посвященные новым направлениям, сформировав-
шимся недавно: синтезу полифункциональных био-
совместимых наноматериалов, синтезу библиотек 
конъюгатов на основе определенных фармакофоров 
и направленных на определенные биомишени, соз-
данию QSAR-моделей гибридов и конъюгатов [2, 3, 
11–22].
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Данный обзор посвящен обобщению результатов 
современных исследований стероидных конъюгатов, 
имеющих перспективу использования в качестве про-
тивоопухолевых лекарственных препаратов (ЛП). 
Приведены данные о структуре и противоопухолевой 
активности конъюгатов стероидов с известными ле-
карствами, стероидных димеров, а также конъюгатов 
стероидов с фрагментами некоторых биологически 
активных молекул. Работы, посвященные исследо-
ванию cтероидных полимерных и дендримерных 
конъюгатов, выходят за рамки этого обзора и не рас-
сматриваются.

Конъюгаты стероидов  
с лекарственными препаратами
Еще в середине XX в. была выдвинута гипотеза, 

что конъюгаты стероидов с известными лекарствами, 
в первую очередь с ДНК-алкилирующими агентами, 
могут с успехом использоваться для лечения гормо-
нозависимых форм онкологических заболеваний, 
таких как рак молочной железы (РМЖ), предстатель-
ной железы, яичников, эндометрия и др. [23–26].

Первые синтезированные стероидные конъюга-
ты с производными бис-(2-хлорэтил)-амина (рис. 1) 
содержали остаток эстрана или андростана, замещен-
ный в положении 3-, 2- или 17-третичной аминогруп-
пой, где другими заместителями являлись 2-хлор-
этильные остатки, однако эти конъюгаты не обладали 
заметной противоопухолевой активностью.

В обзоре R. Bansal и соавт., охватывающем лите-
ратуру до 2012 г., приведены многочисленные при-
меры противоопухолевых препаратов – конъюгатов 
ДНК-алкилирующих агентов со стеринами, стерои-
дами ряда андростана, эстрана, прегнана, а также 
их производными, содержащими различные замести-

тели и / или структурные модификации колец A, B, C 
и D. Структуры некоторых из перечисленных конъ-
югатов изображены на рис. 2 [27].

Синтезированный в СССР конъюгат п-[N,N-бис-  
(2-хлорэтил)амино]фенилуксусной кислоты 3 и хо-
лестерина – фенестерин 6 – эффективно подавлял 
рост саркомы 45, опухоли мозга, карциномы Уокера 
и альвеолярной карциномы печени RS-1 у мышей, 
но оказался неактивным в лечении карциномы Эр-
лиха и саркомы 180 [28–30]. Аналоги фенестерина, 
различающиеся стероидным фрагментом и положе-
нием п-[N,N-бис(2-хлоэтил)амино]фенилуксусной 
кислоты, подавляли рост различных опухолей у мы-
шей.

Были синтезированы многочисленные конъюга-
ты ДНК-алкилирующих агентов (1–5) с различными 
стероидами и их производными. Согласно современ-
ным представлениям, стероидная часть конъюгата 
не только является биологическим вектором для на-
правленной доставки алкилирующего фрагмента, 
но и обеспечивает образование специфических ком-
плексов с ДНК и препятствует действию ферментов 
репарации. Конъюгаты проявляли противоопухоле-
вый эффект, отличающийся от такового и для стеро-
ида, и для алкилирующего агента [31–36].

Так, исследования противоопухолевого препара-
та эстрамустина фосфата 7 показали, что этот конъ-
югат лишен ДНК-алкилирующей активности, а его 
противоопухолевый эффект обусловлен взаимодей-
ствием с тубулином, вызывающим деполимеризацию 
микротрубочек, а также влиянием на цитоскелет, 
клеточный цикл, гомеостаз железа, апоптоз и кле-
точный сигналинг [37–40].

Биологическая активность конъюгата зависит 
от структур стероидной части, алкилирующего аген-
та, линкера, а также от места присоединения линке-
ра к стероиду. Следует отметить, что противоопухо-
левой активностью обладают конъюгаты, содержащие 
легко гидролизуемую сложноэфирную связь, в то время 
как соответствующие третичные амины неактивны.

Конъюгат преднизолона и хлорамбуцила – пред-
нимустин 8 – оказался намного эффективнее, чем 
хлорамбуцил против саркомы Иошида, но на саркому 
Эрлиха, устойчивую к хлорамбуцилу, преднимустин 
не действовал [41–45]. Бестрабуцил 9 накапливался 
в опухоли в 5–10 раз активнее, чем в неповрежденной 
ткани [46]. Конъюгаты гомо-А-азастероидов 10 и 11 
были активны против карциномы Эрлиха, несколь-
ких линий аденокарциномы толстой кишки и легких; 
оба конъюгата подавляли рост лимфолейкоза Р338, 
но только конъюгат 10 латестоксат был активен про-
тив лимфолейкоза L1210 [47–49].

Конъюгаты, содержащие аллильную 7-кетогруп-
пу 13–15, проявляли большую генотоксическую  
и антилейкемическую активность по сравнению со 

рис. 1. Структуры наиболее распространенных производных 
бис(2-хлорэтил)амина: 1 – остаток бис(2-хлорэтил)амина; 2 – 
п-[N,N-бис(2-хлорэтил)амино]бензойная кислота; 3 – п-[N,N-бис-
(2-хлорэтил)амино]фенилуксусная кислота; 4 – п-[N,N-бис(2-хлор-
этил)амино]фенилмасляная кислота; 5 – п-[N,N-бис(2-хлорэтил)- 
 амино]фенилбут-2-еновая кислота

Fig. 1. Structures of the most known derivates of bis(2-chloroethyl)-amine: 
1 – bis(2-chloroethyl)-amine residue; 2 – п-[N,N-bis(2-chloroethyl) – 
aminо]-benzoic acid; 3 – [N,N-bis(2-chloroethyl)aminо]phenylacetic 
acid; 4 – [N,N-bis(2-chloroethyl) amino]phenylbutyric acid; 5 – [N,N-bis- 
(2-chloroethyl)amino]phenylbut-2-enoic acid

1                                           2                                                          3

4                                                                             5
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рис. 2. Конъюгаты стеринов и стероидов с производными бис(2-хлорэтил)амина: 6–17

Fig. 2. Conjugates of sterols and steroids with derivatives of bis(2-chloroethyl)amine: 6–17

6                                                                                                                                     7

8                                                                                                                                     9

10                                                                                                                                     11

12                                                                                                                                     13

14                                                                                                                                     15

16                                                                                                                                     17
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рис. 3. Конъюгаты производных эстрадиола, тестостерона и андростендиона с производными бис(2-хлорэтил)амина: 18–28

Fig. 3. Conjugates of derivatives of estradiol, testosterone and androstenedione with derivatives of bis(2-chloroethyl)amine: 18–28

18, n = 2;           19, n = 4;           20, n = 6

22, n = 0;           23, n = 1

26

структурно-родственными конъюгатами, лишенны-
ми 7-кетогруппы 12 [50, 51]. Эстрансодержащие 
конъюгаты 16 и 17 были активны против РМЖ и аде-
нокарциномы Сa-755, но 11α-ацетокси-изомер 16 
проявлял антиэстрогенную активность, а соответ-
ствующий 11β-изомер 17 – значительную эстроген-
ную активность [52–54].

В работах А. Gupta и соавт. были получены новые 
конъюгаты хлорамбуцила 18–21, различающиеся 
структурой и местом присоединения линкера к сте-
роидному фрагменту [55, 56].

16-замещенные конъюгаты 18–20 были менее 
токсичны на культуре клеток РМЖ MCF-7, чем хлор-
амбуцил, причем цитотоксичность зависит от длины 
линкера (чем короче длина линкера, тем выше цито-
токсичность). Цитотоксичность 7α-замещенного конъ-
югата 21 на клетках карциномы предстательной 
 железы LNCaP была сравнима с токсичностью хлор-
амбуцила.

P. C. Acharya и R. Bansal синтезировали стероид-
ные конъюгаты 22–28, в которых ДНК-алкилирую-

щая группа связана с оксимом стероида О-ацильной 
связью [57]. Все конъюгаты 22–28 обладали выра-
женной ДНК-алкилирующей активностью (более силь-
ной, чем хлорамбуцил) и высокой цитотоксичностью 
на культуре клеток карциномы яичников IGROV1. 
Конъюгаты, содержащие модификации в кольце D, 
обладали сильной противоопухолевой активностью 
и меньшей общей токсичностью во многих клеточных 
линиях.

D. Trafalis и соавт. синтезировали и исследовали 
4 азастероидных конъюгата 29–32 (рис. 4) [58]. Конъ-
югаты обладали низкой общей токсичностью и пока-
зали сильную противолейкозную активность in vitro 
и in vivo.

В работах С. Sanchez-Cano и соавт. были получе-
ны и исследованы конъюгаты тестостерона с 3-пи-
ридилзамещенными платиновыми комплексами 33 
и 34 (рис. 5) [59, 60].

Конъюгаты 33 и 34 эффективно интернализовы-
вались клетками SKOV-3 (андрогеннезависимыми) 
и T47D (андрогензависимыми) и показали высокую 

21

24, n = 0 (E / Z = 7 / 3);            25, n = 1

27, n = 0           28, n = 1
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цитотоксичность, а соответствующие металлоком-
плексы, в которых стероид отсутствовал, имели не-
значительную токсичность; цис-конъюгат 33 был 
в 2–3 раза активнее транс-конъюгата 34 [59]. Конъ-
югаты 33 и 34 связывались с ДНК, значительно меняя 
ее структуру и вызывая разрывы одной цепи, в отли-
чие от комплексов, не содержащих стероида, которые 
вызывали разрыв обеих цепей. Авторы считают, что 
использование стероидных конъюгатов платиновых 
металлокомплексов вместо неконъюгированных 
агентов позволяет улучшить доставку препарата, вы-
звать более специфичные разрывы ДНК и влиять 
на механизмы репарации ДНК [60].

В лаборатории G. Bérubé был синтезирован ряд 
эстрадиол-платиновых (II) конъюгатов 35–43 [61–65] 
(см. рис. 5). Конъюгаты эстрадиола с дихлорплатиной 
35, 36 и 37 обладали цитотоксичностью в микромо-
лярных концентрациях, наибольшей активностью 
обладали соединения, имеющие длину линкера 10–11 
метиленовых звеньев (для соединений 35 и 36), и 2 
оксиэтиленовых звена для соединения 37. Несмотря 
на то что конъюгаты 35–37 обладали большим срод-
ством к эстрогеновому рецептору, чем 17β-эстрадиол, 
существенных различий в их цитотоксичности 
на эстрогензависимых и эстрогеннезависимых кле-
точных линиях обнаружено не было.

Изучение конъюгатов эстрадиола 38–43, содержа-
щих в своем составе остатки карбоплатина и оксалил-
платина, показало, что модификация оксалиплатином 
(II) незначительно влияет на антипролиферативную 
активность, а модификация циклобутан-1,1-дикар-
боксилатплатином (II) ее сильно снижает. Конъюга-
ты 39, 41, 43 обладали сродством к эстрогеновому 
рецептору α, а конъюгаты 38, 40, 42 – не обладали, 

что указывает на важность структуры платиновой 
соли конъюгата для избирательности по отношению 
к эстрогеновому рецептору α.

В лаборатории G. Bérubé были синтезированы 
конъюгаты 17β-ацетокситестостерона с различными 
аминокислотными остатками и их платиновыми ком-
плексами, связанные транс-оксибутенильным лин-
кером в положении 7α [66]: 44–61 (рис. 6).

Конъюгаты, не содержащие платины (II), не вли-
яли на пролиферацию клеток рака предстательной 
железы линий PC-3, DU145 и LNCaP или имели не-
значительную антипролиферативную активность. Ком-
плексообразование аминокислотного остатка конъю-
гата с платиной (II) приводило к многократному 
увеличению цитотоксичности; структура аминокис-
лотного остатка незначительно влияла на активность 
соединений; подавление роста андрогензависимых 
(LNCaP) и андрогенонезависимых (PC-3, DU145) 
клеток различалось незначительно. Наиболее актив-
ными соединениями оказались конъюгаты с ком-
плексами L- и D-2-пиридилаланина и L-4-тиазолил-
аланина с платиной (II) (соединения 56, 57 и 61).

В работах других исследователей синтезированы 
конъюгаты тестостерона, содержащие комплексы Re (V) 
и радиоактивного 99Tc, а также конъюгаты эстра диола, 
содержащие комплексы Pd, Ni и Zn 62–68 (рис. 7) 
[67–69].

Конъюгат 64 накапливался в предстательной же-
лезе крыс. Он может быть использован в качестве 
метки для радиодиагностики и радиотерапии [68]. 
Конъюгаты 66–68 обладали определенным сродством 
к эстрогеновому рецептору (≈2 % связывания эстра-
диола) и проявляли свойства агонистов этого рецеп-
тора [69]. 16-замещенные ферроценовые конъюгаты 

рис. 4. Конъюгаты азастероидов с производными бис(2-хлорэтил)амина: 29–32

Fig. 4. Conjugates of azasteroids with derivatives of bis(2-chloroethyl)amine: 29–32

29                                                                                                                                                                30

31                                                                                                                                                                32
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рис. 5. Конъюгаты 16-замещенных производных тестостерона и эстрадиола с комплексами платины (II): 33–43

Fig. 5. Conjugates of 16-substituted derivatives of testosterone and estradiol with platinum (II) complexes: 33–43

 34 (Pt-trans)

36, n = 2–12

38

40

42

33 (Pt-cis)

35, n = 2–12

37, n = 1–5

39

41

43
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18-норандростана 69–72 (см. рис. 7) подавляли ак-
тивацию TRPV1-рецептора в нейронах, связываясь 
с плазматической мембраной, изменяя структуру 
липидных рафтов и влияя на функционирование ион-
ных каналов [70].

Доксорубицин – один из наиболее эффективных 
противоопухолевых препаратов антрациклинового 
ряда. В основе противоопухолевого действия доксо-
рубицина лежат 2 процесса: образование свободных 
радикалов и интеркалирование в двойную спираль 
ДНК. Доксорубицин не обладает тканеспецифично-
стью, поэтому существенным ограничением его ис-
пользования являются побочные эффекты, в первую 

очередь кумулятивная кардиотоксичность. Чтобы 
увеличить специфичность доксорубицина и снизить 
вероятность побочных эффектов, в исследованиях 
G. M. Anstead и соавт. были получены конъюгаты док-
сорубицина со стероидами эстранового ряда 73–76 
(рис. 8) и изучено их взаимодействие с клетками 
РМЖ MCF-7 [71–74].

Конъюгаты 73–75 не показали высокой активно-
сти и специфичности. Конъюгат 76 имел сродство 
к клеткам MCF-7, но его антипролиферативная ак-
тивность была незначительной. Тем не менее резуль-
таты исследований G. M. Anstead и соавт. позволили 
сформулировать структурные требования, которым 

рис. 6. Конъюгаты7α-замещенного 17β-ацетокситестостерона с аминокислотами и их платиновыми комплексами: 44–61

Fig. 6. Conjugates of 7α-substituted 17α-acetoxytestosterone with amino acids and their platinum complexes: 44–61

44–61

44,  X =                                                            50,  X =                                                          56,  X =

45,  X =                                                            51,  X =                                                          57,  X =

46,  X =                                                            52,  X =                                                          58,  X =

47,  X =                                                            53,  X =                                                          59,  X =

48,  X =                                                            54,  X =                                                          60,  X =

49,  X =                                                            55,  X =                                                          61,  X =
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рис. 7. Конъюгаты стероидов с металлокомплексами 62–72

Fig. 7. Conjugates of steroids with metal complexes 62–72

62

64, M = 99Tc;        65, M = Re

69

63

66, M = Pd;        67, M = Ni        68, M = Zn

71, X – α;        72, X – β

должен удовлетворять стероидный конъюгат доксо-
рубицина: наличие свободной гидроксильной группы 
в положении 3 и наличие в положении 17 группы, 
способной к образованию водородной связи [71–73].

В исследовании P. Saha и соавт. описан синтез 
новых конъюгатов доксорубицина 77–80, удовлетво-
ряющих этим требованиям, а также проведено иссле-
дование их сродства к эстрогеновому рецептору α 
и антипролиферативной активности на культурах 
клеток HT-29 (рак толстой кишки), M21 (меланома), 
MCF-7 и MDA-MB-231 (РМЖ) [74]. Результаты про-
демонстрировали, что биологическая активность 
конъюгата зависит от длины линкера: конъюгаты 
77–79 обладали сродством к эстрогеновому рецепто-
ру α (в концентрации <100 нМ), конъюгат 80 не вза-
имодействовал с рецептором (в концентрациях до 
215 нМ), только конъюгат 77 подавлял пролиферацию 
клеток MCF-7 и HT-29, но был малоактивным 
на клетках M21 и MDA-MB-231. Конъюгаты 78–80, 
обладающие длинным линкером, были малоактив-
ными на всех тестируемых клетках. Авторы считают 
конъюгат 77 перспективным кандидатом для разра-
ботки препарата для лечения эстрогензависимых 
онкологических заболеваний.

В исследовании B. Cai и соавт. было получено 
4 конъюгата диосгенина с метотрексатом 81–84 
(рис. 9) [75]. Все конъюгаты подавляли рост клеток 
MDA-MB-231 и активность дигидрофолатредуктазы 
сильнее, чем неконъюгированный метотрексат; наи-
большую активность проявлял конъюгат 81, содер-
жащий дисульфидную связь в линкере.

V. Sreekanth и соавт. дали описание синтеза конъ-
югатов тамоксифена (антиэстрогена, применяемого 
при лечении РМЖ) с литохолевой, дезоксихолевой 
и холевой кислотами, а также с амидами соответству-
ющих желчных кислот 85–90 (рис. 10) [76]. Опыты 
in vitro и in vivo показали, что все конъюгаты облада-
ют большей активностью, чем неконъюгированный 
тамоксифен; конъюгат 90 показал наивысшую анти-
пролиферативную активность в эстрогензависимых 
и эстрогеннезависимых клетках; он вызывал блокаду 
клеточного цикла в фазе G0 и апоптоз в клетках 
MCF-7. Конъюгаты, содержащие амидные группы, 
были более активны, чем соответствующие карбоно-
вые кислоты. Более высокую активность конъюгатов 
по сравнению с тамоксифеном авторы объясняли 
большим числом заряженных групп и более высокой 
гидрофобностью конъюгатов.

70
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рис. 8. Конъюгаты стероидов эстранового ряда с доксорубицином: 73–80

Fig. 8. Steroid conjugates of estrane serie with doxorubicine: 73–80

   73         74

  

    75       76 

77, n = 1;              78, n = 3;              79, n = 5;              80, n = 7
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В лаборатории E. Братоева были синтезированы 
конъюгаты 6-кето-16-дегидропрегненолона с извест-
ными противовоспалительными препаратами: на-
проксеном, ибупрофеном, кетопрофеном, индоме-
тацином и сулиндаком 91–95 (рис. 11) и показано, 
что все конъюгаты, кроме производного кетопрофе-
на 93, эффективно подавляют рост клеток астроци-
томы линии U373 [77]. Наибольшей активностью 
обладал конъюгат сулиндака 95.

В исследовании A. S. Letis и соавт. установлено, 
что конъюгаты желчных кислот с противомалярий-
ным препаратом артемизинином эффективны при 

рис. 9. Конъюгаты диосгенина с метотрексатом: 81–84

Fig. 9. Conjugates of diosgenin with methotrexate: 81–84

рис. 10. Конъюгаты желчных кислот с тамоксифеном: 85–90

Fig. 10. Conjugates of bile acids with tamoxifen: 85–90

рис. 11. Конъюгаты 6-кето-16-дегидропрегненолона с напроксеном, 
ибупрофеном, кетопрофеном, индометацином и сулиндаком: 91–95

Fig. 11. Conjugates of 6-keto-16-dehydropregnenolone with naproxen, 
ibuprofen, ketoprofen, indomethacin and sulindac: 91–95

81, n = 1, X = –S–S– ;          82, n = 0, X = –NH–;           83, n = 1, X = –NH–;          84, n = 3, X = –NH–

85, X = H;          86, X = –CH2CH2NH2

87, X = H;          88, X = –CH2CH2NH2

89, X = H;          90, X = –CH2CH2NH2

91, X =

92, X =

92, X =

94, X =

95, X =

лейкозе. Было получено 9 конъюгатов артемизинина 
с производными 7,12-диацетилхолата (96–104) (рис. 12), 
а также исследовано их взаимодействие с линиями 
клеток CCRF-CEM и CEM / ADR5000 [78].

Все конъюгаты проявляли большую токсичность 
в клетках CCRF-CEM. Токсичность конъюгатов бы-
ла выше токсичности неконъюгированного артеми-
зинина и доксорубицина; наибольшую токсичность 
проявлял амидосодержащий конъюгат 101 (19 нМ 
в клетках CCRF-CEM и 345 нМ в клетках CEM /  
ADR5000). 3α-rонъюгаты проявляли большую актив-
ность по сравнению с 3β-изомерами. Введение 

91–95
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сукцинатного спейсера увеличивало токсичность; 
эфир 104, в котором остаток артемизинина связан 
с 24-карбоксильной группой, был на порядок менее 
активен, чем соответствующие 3-замещенные эфир-
ные и амидные конъюгаты.

Стероидные димеры
C целью поиска новых ингибиторов стеро-

ид-сульфатазы STS в лаборатории D. Fournier был 
проведен синтез димерных конъюгатов эстранового 
ряда 105–114 (рис. 13) [79]. Среди синтезированных 
соединений только симметричные димеры эстради-
ола, связанные в положении 17 (111 и 112), эффек-
тивно ингибировали активность STS. В исследовании 
A. Arenas-González и соавт. синтезированные конъ-
югаты эстрона 115 и 116 и эпиандростерона 117 не 

влияли на рост и пролиферацию клеток A2780 (рак 
яичников), HBL-100, T47D (РМЖ), HeLa (рак шей-
ки матки), SW1573 (рак легкого) и WiDr (рак толстой 
кишки) [80].

Эстрогеновый и андрогеновый рецепторы функ-
ционируют в виде гомодимеров, поэтому попытки 
создания новых антагонистов этих рецепторов на ос-
нове стероидных димеров предпринимались неодно-
кратно.

В лаборатории G. Bérubé были синтезированы 
симметричные димерные конъюгаты 17β-эстрадиола, 
эстрона, тестостерона, 17-ацетокситестостерона, раз-
личающиеся структурой линкера и местом его введе-
ния в стероидный фрагмент (рис. 14). В серии соеди-
нений 118–128 только 2 димера (конъюгаты 119 
и 120) показали незначительную цитотоксичность 

рис. 12. Конъюгаты производных 7,12-диацетилхолата с артемизинином: 96–104

Fig. 12. Conjugates of derivatives 7,12-diacetylcholate with artemisinine: 96–104

96, X =    97, X =

98, X =    99, X =

100, X =    101, X =

102, X =    103, X =

96–103

104
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рис. 13. Димеры стероидов эстранового ряда 105–114 и эпиандростерона 117

Fig. 13. Dimers of estrane steroids 105–114 and epiandrosterone 117

105, n = 1;              106, n = 2

109

111

113

115 

117

107, n = 1;              108, n = 2

110

112

                                                                       114

116
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рис. 14. Димеры эстрадиола, тестостерона и 17-ацетокситестостерона: 118–137

Fig. 14. Dimers of estradiol, testosterone and 17-acetoxytestosterone: 118–137

118, n = 1          119, n = 2          120, n = 3          121, n = 4          122, n = 5  

123, n = 1          124, n = 2          125, n = 3;          126, n = 4          127, n = 5  

128, n = 4                                                                                                                                    129

130;                                                                                                                                  131, n = 2          132, n = 4  133, n = 6  134, n = 8

135, орто‑ / orto‑;              136, пара‑ / para‑;              137, мета‑ / metha‑
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на клетках РМЖ MCF-7 (эстрогензависимых) и MDA- 
MB-231 (эстрогеннезависимых), остальные соедине-
ния были неактивны [81].

Изомерные димеры 129 и 130 исследовали как ин-
гибиторы пролиферации андрогензависимых 
(LNCaP) и андрогеннезависимых (PC-3) клеток рака 
предстательной железы. Цис-димер 130 оказался бо-
лее активным в обеих культурах, причем в клетках 
PC-3 эффект проявлялся сильнее; транс-димер 129 
был активен только в клетках PC-3 [81]. В исследо-
вании A.-R. Vesper и соавт. было проведено сравне-
ние сродства димеров 129 и 130 к цитохрому P450 
CYP3A4. Оказалось, что цис-димер 130 сильнее свя-
зывается с CYP3A4, но положение транс-димера 129 
в активном центре фермента ближе к положению 
тестостерона [82, 83].

Димеры 131–134 проявляли антипролифератив-
ную активность в клетках карциномы предстательной 
железы LNCaP, DU-145 и PC-3, причем активность 
соединения 131 (IC

50
 = 3,8; 1,4 и 1,8 мкМ для LNCaP, 

DU-145 и PC-3 соответственно) значительно превос-
ходила активность известного антиандрогена ацета-
та ципротерона (в 12, 70 и 47 раз для LNCaP, DU-145 
и PC-3 соответственно) [83]. Димеры с более длин-
ным линкером 132, 133 и 134 были менее активными, 
однако проявляли некоторую избирательность по от-
ношению к гормонозависимым клеткам LNCaP [7]. 
Димеры 134 и 135 образовывали комплексы с ДНК 
и тРНК, обладали сродством к полиаминовым ден-
дримерам, сывороточным белкам и β-лактоглобули-
ну [84–87].

В лаборатории P. Drašar были синтезированы ди-
меры холевой кислоты 138, 139, этиеновой кислоты 
140, 141 и эстрона 142, содержащие 2,6-бис(1H-1,2,3- 
триазол-1-ил)-метил)пиридиновый линкер [88] 
(рис. 15).

Конъюгаты обладали невысокой цитотоксично-
стью на опухолевых клетках (всего было исследовано 
10 линий), а также некоторым сродством к андроге-
новому, прогестероновому, глюкокортикоидному 
и эстрогеновым α- и β-рецепторам, проявляя свой-
ства агонистов. Наиболее токсичный конъюгат 138 
проявлял слабую эстрогенную активность.

В исследовании Y.-M. Lu и соавт. были получе-
ны 2 симметричных димерных конъюгата сперми-
нового амида холевой кислоты, различающиеся 
структурой линкера 143 и 144 (см. рис. 15). Конъ-
югаты обладали анионотропной активностью, при-
чем активность соединения 144, содержащего 
«жесткий» линкер, была выше. По мнению авторов, 
использование подобных конъюгатов в качестве 
противо опухолевых агентов перспективно, однако 
экспериментальные данные, подтверждающие это 
предположение, в указанном исследовании не при-
ведены [89].

Конъюгаты стероидов с фрагментами различных 
биологически активных молекул
Многочисленные исследования посвящены син-

тезу и изучению конъюгатов стероидов с фрагментами 
биологически активных молекул: углеводов, нуклео-
зидов, липидов, пептидов, витаминов, их синтетиче-
ских производных и аналогов.

В лаборатории D. Poirier проводили поиск и из-
учение новых ингибиторов 17β-гидроксистероидде-
гидрогеназы (17β-НSD) – НАД(Ф)Н-зависимого 
фермента, катализирующего восстановление эстрона 
в эстрадиол. В рамках этих исследований был осу-
ществлен синтез конъюгатов 145 и 146 (рис. 16а), 
объединяющих в составе 1 молекулы и субстрат, 
и фрагмент кофактора [90, 91].

В комплексе конъюгата 145 с активным центром 
17β-HSD гидроксильные группы стероида, гидро-
ксильные группы рибозы, аминогруппа и атом азота 
пуринового цикла аденина связаны с аминокислотны-
ми остатками белка водородными связями (рис. 16б) 
[92]. Конъюгаты 145 и 146 эффективно подавляли 
активность17β-HSD-1, причем активность конъю-
гата 146, содержащего 17-кетогруппу, была выше по 
сравнению с конъюгатом 145.

На основании результатов взаимодействия конъ-
югатов 145 и 146 с 17β-HSD-1 в исследовании W. Qiu 
была получена серия конъюгатов эстрадиола с химер-
ными структурами, моделирующими аденозин и вза-
имодействующими с теми же аминокислотными 
остатками активного центра фермента [92].

Венгерские химики получили серию конъюгатов 
эстрона с дезоксинуклеозидами 147–156 (рис. 17) 
[93]. Конъюгаты показали умеренную активность 
в качестве ингибиторов 17β-HSD и умеренную анти-
пролиферативную активность в клетках HeLa, MCF-7 
и A2780; активность конъюгатов, содержащих за-
щищенные нуклеозидные фрагменты, была выше. 
Наибольшую ингибиторную активность показал ти-
мидиновый конъюгат 151, самую высокую антипро-
лиферативную активность – цитозиновый конъю-
гат 154.

В исследовании B. Bodnár и соавт. синтезировали 
14 конъюгатов D-секоэстрона (содержащего 13-гидро-
ксиметильную или 13-оксиминометильную группу) 
с О-ацильными производными α- и β-глюкопирано-
зидов, α- и β-маннопираноз, α- и β-галактопирано-
зидов и α- и β-рибопираноз [94].

Антипролиферативная активность конъюгатов 
на клетках HeLa, A2780 и MCF-7 была незначитель-
ной; наивысшую активность проявляли β-гликозидные 
оксимсодержащие конъюгаты 157, 158 и 159 (рис. 18). 
Значения IC

50
 составляли >30, 5,3, 10,7 мкМ в клетках 

HeLa; 8,9; 6,6; 9,4 мкМ в клетках A2780; 20,5; 8,8; 
8,0 мкМ в клетках MCF-7 для конъюгатов 157, 158 
и 159 соответственно.
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рис. 15. Димеры холевой кислоты, этиеновой кислоты и эстрона: 140–144

Fig. 15. Dimers of cholic acid, ethienic acid and estrone: 140–144

138, X = O;               139, X = NH

140, X = O;               141, X = NH

142

143 144
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В исследовании M. L. Navacchia и соавт. при по-
мощи клик-реакции была синтезирована библиотека 
триазолсодержащих конъюгатов желчных кислот 
(хенодезоксихолевой, урсодезоксихолевой, нор-хе-
нодезоксихолевой, нор-урсодезоксихолевой и тауро-
холевой) и рибо- и дезоксирибонуклеозидов [95]. 
Антипролиферативная активность конъюгатов была 
оценена на культурах клеток K562 (миелолейкоз) 
и HCT116 (рак толстой кишки). Из всей библиотеки 
только 6 конъюгатов 160–165 (рис. 19) подавляли 
рост раковых клеток и не были токсичными для нор-
мальных фибробластов. Конъюгаты 160 и 161 были 
избирательно токсичными в клетках K562, а 162 и 163 
были избирательно токсичными в клетках HCT116. 
Конъюгаты 164 и 165 показали антипролифератив-
ный эффект в обеих культурах, однако активность 
всех 6 конъюгатов была невысокой.

В работе R. Mendoza-Sanchez и соавт. были син-
тезированы 4 конъюгата, содержащих остатки 7α-за-
мещенного эстрадиола и ингибиторов гистондеаце-
тилазы (HDAC) (166–169) (рис. 20) [96]. Конъюгаты 
проявляли антиэстрогенную активность и ингиби-
ровали активность гистондеацетилазы, причем в слу-
чае бензамидсодержащих конъюгатов 167 и 169 была 
показана избирательность ингибирования HDAC3 1-го 
класса по сравнению с HDAC6 2-го класса.

Конъюгаты 166–169 проявляли цитотоксичность 
на эстроген-рецепторзависимых клетках MCF-7 
и эстроген-рецепторнезависимых клетках MDA-
MB-231 при концентрациях 0,1–1 мкM.

В исследовании M. Jurášek и соавт. были синтези-
рованы 5 стероидных конъюгатов 170–174 (рис. 21), 
содержащих остаток сесквитерпенового лактона трило-
болида – эффективного ингибитора Ca2+-АТФазы [97]. 

рис. 16. Синтез конъюгатов: а – конъюгаты 145 и 146, ингибирующие активость 17β-гидроксистероиддегидрогеназы; б – расположение 
соединения 145 в активном центре 17β-HSD

Fig. 16. Conjugate synthesis: а – conjugates 145 and 146 inhibiting the activity of 17β-hydroxysteroid-dehydrogenase; б – is the location of compound 
145 in the active center 17β-HSD

145, X = βOH, αH;             146, X = O

а

б
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147–151                                                  149,  X =                                                  150,  X =                                                  151,  X =

152–156                                                          154,  X =                                              155,  X =                                                  156,  X =

157–159                                                                       158,  X = 

152,  X =                                                     153,  X = 

рис. 18. Конъюгаты D-секоэстрона с производными сахаров: 157–159

Fig. 18. Conjugates of D-secoestrone with derivatives of сarbohydrate: 157–159

рис. 17. Конъюгаты эстрона с дезоксинуклеозидами: 147–156

Fig. 17. Conjugates of estrone with deoxynucleosides: 147–156

147,  X =                                               148,  X =

157,  X =

159,  X =
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160                                                                                                                                           161

162                                                                                                                                           163

164                                                                                                                                           165

рис. 19. Конъюгаты желчных кислот с нуклеозидами: 160–165

Fig. 19. Conjugates of bile acids with nucleosides: 160–165



40

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  1'2020  ТОм 19    vol. 19

Обзоры литературы

рис. 20. Конъюгаты 7α-замещенного эстрадиола с ингибиторами гистондеацетилазы: 166–169

Fig. 20. Conjugates of 7α-substituted estradiol with histone deacetylase inhibitors: 166–169

рис. 21. Конъюгаты прегненовых, андростеновых и эстрановых производных с трилоболидом: 170–174

Fig. 21. Conjugates of pregnene, androstenic and estran derivatives with trilobolide: 170–174

Исследование антипролиферативной активности 
конъюгатов проводилось на панели 15 культур опу-
холевых клеток. Активность всех конъюгатов была 
на порядок ниже по сравнению с трилоболидом; наи-
большую активность проявляли конъюгаты 170 и 173, 
конъюгат 174 проявлял свойства агониста эстрогено-

вого рецептора. Коинкубация клеток с конъюгатами 
вызывала подавление синтеза РНК.

В исследовании M. A. Musa и соавт. были синте-
зированы 4 эстрогеновых конъюгата с кумаринами 
175–178 (рис. 22) и проведено изучение их активно-
сти на панели клеток РМЖ (BT-549, HS 578T, MCF 7, 

166                                                                                                                                                167

168                                                                                                                                                169

170                                                                                       171                                                                                                                  172

173                                                                                      174                                                   Х =
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рис. 23. Конъюгаты 2-метоксиэстрадиола с адамантаном: 179–187

Fig. 23. Conjugates of 2-methoxyestradiol with adamantine: 179–187

рис. 22. Конъюгаты 3-О-замещенных производных эстранового ряда с кумаринами: 175–178

Fig. 22. Conjugates of 3-O-substituted derivatives of the estrane seriewith coumarins: 175–178

MDA-MB-231 / ATCC, MDA-MB-435 и NCI / ADR-RES) 
[98]. Конъюгат 176 показал антипролиферативную 
активность на культуре клеток MCF-7, сравнимую 
с активностью 4-гидрокситамоксифена. По мнению 
авторов, конъюгаты 176 и 178 могут рассматриваться 
в качестве соединений-лидеров для разработки ЛП 
для лечения РМЖ.

В исследовании E. В. Нуриевой и соавт. были син-
тезированы конъюгаты 2-этоксиэстрадиола с адаман-
таном (рис. 23), соединенным линкером с фенольной 
гидроксигруппой [99]. Соединения 179–181 проде-
монстрировали умеренную цитотоксичность и слабое 
воздействие на сеть микротрубочек на культуре кле-
ток рака легкого человека A549, сходное с эффектом 
кластеризации тубулокластина и его производных. 
Конъюгаты 182–187 проявляли слабую активность.

В работе J.L. Song и соавт. была получена библио-
тека из 25 конъюгатов прегненолона с арилсодержа-
щими цианоакрилоильными производными – 
 потенциальными ингибиторами фактора NF-κB. 
Конъюгаты 188–192 (рис. 24) подавляли TNFα- 
зависимую активацию NF-κB; при этом конъюгат 192 
эффективно ингибировал активность NF-κB (IC

50
 = 

2,5 мкM) и рост клеток MCF-7, A549, H157 и HL-60 
(IC

50
 = 6,5–36,2 мкM). Наличие электронакцептор-

ного заместителя в ароматическом кольце существен-
но для биологической активности конъюгатов [100].

В работе S. Ke был проведен синтез конъюгатов 
дегидроэпиандростерона с производными изатина 
193–187 (рис. 25). Конъюгаты проявляли антипроли-
фе ративную активность на культуре клеток гепато-
целлюлярной карциномы (HepG2, Huh-7, BEL-7402 /  
5-FU), а также меланомы A875. Наибольшую 

Adamant‑1‑yl:

Adamant‑2‑yl:

179: n = 5, R = adamant‑2‑yl; 180: n = 5, R = adamant‑1‑yl;  
181: n = 6, R = adamant‑2‑yl

182: n = 5, R = adamant‑2‑yl; 183: n = 6, R = adamant‑2‑yl;
                                   184: n = 7, R = adamant‑2‑yl

185: n = 5, R = adamant‑2‑yl; 186: n = 6, R = adamant‑2‑yl;  
187: n = 7, R = adamant‑2‑yl

активность проявлял бромсодержащий конъюгат 196 
(в клетках BEL-7402 / 5-FU, устойчивых к 5-фторура-
цилу, значение IC

50
 составляло ~6 мкМ) [101].

В исследовании G. Sudhakar и соавт. были полу-
чены гибриды эстрадиола, содержащие фрагменты 
так называемых катионных липидов – четвертичных 
аммониевых солей, содержащих углеводородные це-
пи различной длины 198–202 (рис. 26) [102]. Цито-
токсичность конъюгатов 198–202 оценивали 

175                                                                                                                                                176

177                                                                                                                                                178
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рис. 24. Конъюгаты прегненолона с арилсодержащими цианоакрилоильными производными: 188–192

Fig. 24. Pregnenolone conjugates with aryl-containing cyanoacryloyl derivatives: 188–192

рис. 25. Конъюгаты дегидроэпиандростерона с производными изатина: 193–197

Fig. 25. Conjugates of dehydroepiandrosterone with isatin derivatives: 193–197

рис. 26. Конъюгаты 17α-замещенного эстрадиола с катионными 
липидами: 198–202

Fig. 26. Conjugates of 17α-substituted estradiol with cationic lipids: 198–202

198, n = 5; 199, n = 7; 200, n = 9; 201, n = 11; 202, n = 13

на культуре раковых клеток различного происхожде-
ния. Конъюгат 200, содержащий децильный остаток, 
проявлял наибольшую токсичность в клетках MCF-7, 
MDA-MB-231, B16F10, MIAPaCa

2
, CHO и NIH 373 

и не был токсичен в незлокачественных клетках, 
цитотоксичность не зависела от активности эстроге-
нового рецептора. Конъюгат 200 вызывал увеличение 

количества злокачественных клеток в фазе G0, ин-
дуцировал апоптоз и ингибировал рост меланомы 
in vivo, что свидетельствует о перспективе дальнейших 
исследований стероид-липидных конъюгатов как 
прототипов противоопухолевых ЛП.

В лабораториях C. M. Crews и K. M. Sakamoto, раз-
работавших технологию PROTAC (Proteolysis TAr-
geting Chimeric molecules), был получен конъюгат 
дигидротестостерона 203, содержащий пептидный 
фрагмент ALAPYIP, стимулирующий убиквитиниро-
вание и последующую деградацию белка-мишени 
(degron) и октааргининовую последовательность, об-
легчающую связывание конъюгата с клеткой (рис. 27a). 
Конъюгат 203 в концентрации 25 мкМ эффективно 
способствовал деградации андрогенового рецептора, 
стабильно экспрессируемого в клетках HEK293, без 
ущерба жизнеспособности клеток [103–105].

Впоследствии той же группой ученых были 
 получены конъюгаты 204 и 205, содержащие лиганд 
стероидного рецептора (17β-О-ацилированный 

 188,  X =                                                                                 189,  X = 

 190,  X =                                                                                 191,  X = 

196,  X =                                                                     197,  X = 

193,  X =                                                          194,  X =                                                         195,  X = 

 192,  X = 

188–192

193–197
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а

б

рис. 27. Схема, иллюстрирующая направленный протеолиз с использованием технологии PROTAC (Ub – убиквитин, E1, E2, Е3 – убикви-
тинлигазы) (а) и конъюгаты дегидротестостерона и эстрадиола, содержащего PROTAC-пептиды (б): 203–206

Fig. 27. Scheme illustrating directed proteolysis using PROTAC technology (Ub – ubiquitin, E1, E2, Е3 – ubiquitin ligase) (а) and conjugates of dehy-
drotestosterone and estradiol containing PROTAC peptides (б): 203–206
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дигидротестостерон или эстрадиол), пептид, обеспе-
чивающий связывание с убиквитинлигазным ком-
плексом (degron), и соединительный линкер [106] 
(рис. 27б). Коинкубация с конъюгатами культур кле-
ток LNCaP и МСF-7 стимулировала протеосомную 
деградацию рецептора. В андрогензависимых клетках 
рака предстательной железы (LNCaP) и эстрогенза-
висимых клетках РМЖ (MCF-7 и TD47D-7) конъ ю-
гаты 204 и 205 подавляли пролиферацию, инду ци-
ровали остановку клеточного цикла в фазе G1, 
снижали экспрессию циклина D1, а в гормоннезави-
симых клетках (PC-3 и SKBr3) не вызывали подобных 
изменений.

Японские специалисты разработали подход 
к специфической деградации рецепторов, основан-
ный на использовании конъюгатов лиганда этого 
рецептора с пептидом или пептидомиметиком IAP 
(Inhibitor of Apoptosis Protein), обеспечивающим 
специфическую деградацию белка за счет убиквити-
нирования и протеосомной деградации (рис. 28а). 
Этот подход получил название SNIPERs (Specific and 
Nongenetic IAPs-dependent Protein ERasers). В ис-
следовании Y. Itoh и соавт. описаны конъюгаты 
эстрадиола 207 и дигидротестостерона 209 с пепти-
домиметиком бестатином, лигандом клеточного ин-
гибитора апоптоза-1 (cIAPS1) (рис. 28б) [107].

В клетках MCF-7, экспрессирующих эстрогено-
вый рецептор α и андрогеновый рецептор, конъюга-
ты 207 и 209 значительно снижали уровень рецепто-
ров. Неконъюгированный бестатин, а также 
конъюгат 208 (где фрагмент бестатина был заменен 
на остаток фенилмасляной кислоты) не проявляли 
активности, из чего авторы заключили, что конъю-
гаты SNIPERs могут применяться в качестве инстру-
ментов для биологических исследований, а также 
как противоопухолевые агенты, ингибирующие 
функции ядерных рецепторов посредством их дегра-
дации.

В лаборатории K. Kirshenbaum была получена 
серия конъюгатов тестостерона с линейными и ци-
клическими пептоидами – полиамидами с алкили-
рованным атомом азота, представляющими собой 
аналоги пептидов, устойчивые к действию протеоли-
тических ферментов 210–220 [108–110] (рис. 29).

Линейные конъюгаты 213, 214 и 215 вытесняли 
тестостерон из комплекса с андрогеновым рецеп-
тором, а линейные конъюгаты 210–212, 216, 217 
и циклический конъюгат 220 не вытесняли, что до-
казывает важность структуры пептоидного фрагмен-
та конъюгата для взаимодействия с рецептором. 
Конъюгаты 215 и 220 подавляли рост андрогензави-
симых клеток LNCaP-abl, но не влияли на рост и про-
лиферацию андрогеннезависимых клеток PC-3 
и HEK293. Линейный конъюгат 215 блокировал ак-
тивацию андрогенового рецептора, конкурируя 

за образование комплекса с ДНК и препятствуя его 
связыванию с коактиваторами.

Циклический конъюгат 220 не связывался с ан-
дрогеновым рецептором in vitro, но влиял на его про-
никновение в ядро и на клеточный цикл. Конъюгат 
215 подавлял экспрессию андрогенового рецептора, 
ингибировал рост ксенографтов энзалутамидоустой-
чивых клеток LNCaP-abl у иммунодефицитных мы-
шей. Линейные и циклические конъюгаты по-разно-
му влияли на экспрессию генов в LNCaP-abl клетках, 
что свидетельствует о воздействии циклических и ли-
нейных конъюгатов на различные регуляторные про-
цессы в клетке.

Стероидные конъюгаты с азотсодержащими ма-
кроциклами (рис. 30) привлекают внимание как пер-
спективные специфичные агенты для фотодинами-
ческой терапии гормончувствительных опухолей. 
В исследовании R. N. Hanson и соавт. был получен 
конъюгат эстрадиола с тетрафенилпорфином 221 
и изучено его взаимодействие с клетками РМЖ [111, 
112]. Конъюгат 221 эффективно захватывался эстро-
гензависимыми клетками MCF-7 и слабо – эстро-
геннезависимыми HS578t.

В исследовании N. El-Akra описаны конъюгаты 
эстрадиола с феофорбидом, различающиеся длиной 
линкера, – 222 и 223. Конъюгат 223 (с длинным лин-
кером) обладал высокой фотоиндуцированной ток-
сичностью в эстрогензависимых клетках MCF-7 
и слабой – в гормоннезависимых SKBR3; активность 
конъюгата 222 (с коротким линкером) в клетках 
MCF-7 была в 8 раз ниже [113]. S. Sadler и соавт. при-
вели данные о проникновении конъюгата 223 в ядро 
и возможности его использования в качестве фото-
сенсибилизатора, однако о темновой токсичности 
конъюгатов информации не дано [114].

Конъюгат этинилэстрадиола с пирофеофорби-
дом α 224 эффективно захватывался и интернализо-
вался клетками MCF-7, проникая в ядро [114].

В исследованиях В. А. Золотцева и соавт. были 
синтезированы конъюгаты пирофеофорбида α 
с 17-замещенными производными дигидротестосте-
рона (225), тестостерона (226, 227) и эпитестостеро-
на (228, 229), содержащие амидные линкеры с 2 и 5 
метиленовыми звеньями, и изучено их взаимодей-
ствие с клетками рака предстательной железы LNCaP 
и PC-3. Конъюгаты 225 и 226 показали высокую тем-
новую и фотоиндуцированную цитотоксичность 
[115]. Захват, интернализация и антипролифератив-
ная активность конъюгатов 225–229 в клетках LNCaP 
и PC-3 зависели от структуры соединения и не зави-
сели от активности андрогенового рецептора. Наи-
более эффективным оказался конъюгат эпитестосте-
рона с коротким линкером 228 [116].

В исследовании М. О. Таратыновой и соавт. были 
синтезированы комплексные конъюгаты 230 и 231, 
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а

б

рис. 28. Схема, иллюстрирующая направленный протеолиз с использованием технологии SNIPER (а) и конъюгаты дигидротестостерона 
и эстрадиола c ингибитором IAP 207 и 209, и его неактивным аналогом 208 (б)

Fig. 28. Diagram illustrating directional proteolysis using SNIPER technology (а) and conjugates of dihydrotestosterone and estradiol with an IAP inhib-
itor 207 and 209, and its inactive analogue 208 (б)

сlAPS1

сlAPS1

207 208

209

легко образующие смешанные мицеллы с фосфа-
тидилхолином и плюроником F68. Эти смешанные 
мицеллы эффективно интернализовались клетка-
ми гепатоцеллюлярной карциномы HepG2 и сла-

бо – клетками рака предстательной железы LNCaP, 
причем интернализация зависела от структуры 
конъюгата, но не зависела от способа солюбилиза-
ции [117].
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Заключение
Наибольший прогресс достигнут в использовании 

конъюгатов стероидов с известными и широко при-
меняемыми в клинической практике противоопухо-
левыми препаратами: получены конъюгаты с высокой 
специфичностью, а также с биологической активно-
стью, отличной от активности прототипа. Стероид-
ные димеры, очевидно, являются полезными инстру-
ментами для исследования биомишеней, в первую 
очередь стероидных рецепторов, однако в литературе 
пока нет сообщений об использовании димеров в ка-
честве ЛП. Что касается конъюгатов стероидов с дру-
гими биологически активными молекулами 

или их фрагментами, несмотря на впечатляющие 
результаты лабораторных исследований, оценить 
их потенциал в качестве ЛП в настоящее время 
 сложно.

Многие из стероидных конъюгатов обладают зна-
чительной биологической активностью и могут вы-
ступать в качестве соединений-лидеров для разработ-
ки ЛП. Однако сама разработка ЛП требует 
оптимизации структуры соединения-лидера. В этом 
случае разумно использовать подходы биомедицин-
ской химии, хорошо зарекомендовавшие себя 
при разработке обычных (неконъюгированных) пре-
паратов. Таким образом, создание ЛП на основе 

рис. 29. Конъюгаты тестостерона с линейными и циклическими пептоидами: 210–220

Fig. 29. Testosterone conjugates with linear and cyclic peptoids: 210–220

210, n = 1;   211, n = 2;   212, n = 3;   213, n = 6;                                               214, n = 5;   215, n = 8;      216, n = 11;   217, n = 14; 

218, n = 8;   219, n = 11

220
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рис. 30. Конъюгаты стероидов с азотсодержащими макроциклами: 221–231

Fig. 30. Steroid conjugates with nitrogen-containing macrocycles: 221–231

225, X1 = X2 = H,  17(R), n = 2

226, X1, X2 = ∆,   17(R), n = 2

227, X1, X2 = ∆,  17(R), n = 5

228, X1, X2 = D,   17(S), n = 2

229, X1, X2 = D,   17(S), n = 5

221                                                                                                                                                   222

223                                                                                                                                                   224

225–229 

230                                                                                                                                                   231
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конъюгатов не имеет принципиальных отличий 
от разработки препаратов на основе производных 
и аналогов неконъюгированных природных соеди-
нений.

В современной научно-популярной и рекламной 
литературе, посвященной проблеме создания новых 
лекарств, часто приводится аналогия с детским кон-
структором, при помощи которого можно создавать 
новые молекулы. На первый взгляд, получение конъ-
югатов и является подобной задачей. Однако это да-
леко не так. Реальные полифункциональные молеку-

лы важны и интересны именно влиянием отдельных 
функциональных групп друг на друга и на свойства 
молекулы в целом, в том числе и на ее биологическую 
активность. В процессе получения и исследования 
биологически активного конъюгата химик сначала 
преследует цель механического соединения фарма-
кофоров, после чего, изучив свойства полученного 
конъюгата, пытается изменить структуру для дости-
жения требуемой активности и только потом вместе 
с биохимиками и фармакологами участвует в разра-
ботке препарата.
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β
2
-интеГрины lFa-1, MaC-1 – миШенЬ  

для УСиления иммУнитета Против оПУХоли

о. а. Бочарова1, р. в. карпова1, е. в. Бочаров1, а. а. вершинская1, м. а. Барышникова1, 
и. в. казеев1, Ю. н. Соловьев1, в. Г. кучеряну2

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
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Цель исследования – изучение экспрессии β
2
-интегринов LFA-1 (CD11a / CD18) и Mac-1 (CD11b / CD18) на клетках крови 

у мышей СВА в онтогенезе, а также под влиянием сухого экстракта мультифитоадаптогена в 1-й месяц постнатального 
развития.
Материалы и методы . Исследование проведено на мышах-самцах линии CBA (сублиния CBA / LacY). Животные опытной 
группы получали 0,3 % водный раствор сухого экстракта мультифитоадаптогена в течение 1-го месяца жизни (профилак-
тическое применение). Препарат был изготовлен по технологии сублимирования из жидкой формы мультифитоадаптогена, 
включающего компоненты экстрактов 40 растений, в том числе Panax ginseng, Eleutherococcus senticosus, Rhodiola rosea, 
и другие адаптогены. В возрасте 4, 8, 22 мес определяли экспрессию CD11a- и CD11b-антигенов на клетках периферической 
крови в реакции непрямой иммунофлуоресценции. Статистический анализ результатов проводили с использованием програм-
мы Statistica 6.0.
Результаты . При развитии гепатокарцином у генетически предрасположенных мышей-самцов СВА наблюдали подавление 
продукции CD11a- и CD11b-антигенов на клетках крови. Введение сухого экстракта мультифитоадаптогена в 1-й месяц 
постнатального онтогенеза повышало экспрессию CD11a- и CD11b-антигенов. Активность исследуемого препарата в от-
ношении данного показателя не отличалась от жидкой формы фитоадаптогена, показанной ранее.
Заключение . Улучшение продукции β

2
-интегринов LFA-1 и Mac-1 на клетках крови мышей, генетически предрасположенных 

к раку печени, при введении сухого экстракта препарата в 1-й месяц постнатального развития способствует адгезии эф-
фекторов иммунитета с клетками опухолей.

Ключевые слова: β
2
-интегрины LFA-1 и Mac-1, адгезионные взаимодействия, противоопухолевый иммунитет, спонтанные 

гепатомы, фитоадаптогены
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lFa-1, MaC-1 lEuKoCITE INTEGRINS – TaRGET FoR TuMouR IMMuNITy MaGNIFICaTIoN

O . A . Bocharova1, R . V . Karpova1, E . V . Bocharov1, A . A . Vershinskaya1, M . A . Baryshnikova1, I . V . Kazeev1,  
Y . N . Soloviev1, V . G . Kucheryanu2

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

2Institute of General Pathology and Pathophysiology; 8 Baltiyskaya St., Moscow 125315, Russia

The aim of this investigation was to evaluate the expression of LFA-1 (CD11a / CD18) and Mac-1 (CD11b / CD18) β
2
 integrins on blood 

cells in CBA mice in ontogenesis as well as under the dry extract of multifitoadaptogen administration during the first month of postnatal 
development.
Materials and methods . The study was carried out on CBA male mice (CBA / LacY). The experimental mice received 0.3 % dry multi-
phytoadaptogene extract water-solution during the first month of life (preventive administration). Preparation was produced by a desic-
cation technology of forty medical herbs (including Panax ginseng, Eleutherococcus senticosus, Rhodiola rosea) water-ethanol extracts 
components. The CD11a and CD11b antigens expressions on peripheral blood cells were analyzed by indirect immunofluorescence re-
action at the age of 4, 8, 22 months. Statistical analysis was performed with the program Statistica 6.0.
Results . The development of genetically predisposed hepatocarcinomas in CBA male-mice was accompanied by a decrease in the expres-
sion of СD11a and CD11b antigens on blood cells. Dry multiphytoadaptogene extract administration during the first month of postnatal 
ontogenesis revealed the CD11a and CD11b antigens up-regulated expression. The effect of the dry multiphytoadaptogene extract is 
comparable to that for the liquid form of multifitoadaptogen previously identified.
Conclusion . Up-regulated LFA-1 and Mac-1 β

2
 integrins expression on blood cells using dry multiphytoadaptogene extract administration 

during the first month of postnatal development is essential for enhance the contact interactions of immune effectors and cancer cells.
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Введение
β

2
-интегрины, к которым, в частности, относят-

ся LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1, 
CD11a / CD18) и Mac-1 (monocyte adhesion complex 
CD11b / СВ18), играют существенную роль в привле-
чении активированных цитотоксических лейкоцитов 
из периферической крови в опухолевую ткань. Контр-
рецепторами LFA-1 и Mac-1 являются гистонеспеци-
фические молекулы адгезии ICAM-1, участвующие 
также в поддержании гомотипической интеграции 
тканей [1].

Исследования ряда авторов показывают, что ослаб-
ленная экспрессия ICAM-1 на мембранах опухолевых 
клеток представляет собой механизм, подавляющий 
экспрессию LFA-1 и Mac-1, что снижает прикрепле-
ние иммунных эффекторов к клеткам-мишеням 
и тем самым – внутриопухолевую инфильтрацию 
лейкоцитов [2, 3]. Очевидно, изучение возможности 
восстановления адгезионных контактов при опухо-
левом процессе может внести вклад в реализацию 
противоопухолевого эффекта.

Интерес в данном аспекте представляют фито-
адаптогены, которые продемонстрировали способ-
ность нормализовать межклеточную адгезию и уси-
ливать реакции иммунитета против опухоли [4, 5].

В предыдущих исследованиях на модели спон-
танного гепатоканцерогенеза у мышей СВА было 
выявлено, что кратковременное в раннем онтогенезе 
воздействие на примере комплексного мультифито-
адаптогена (МФА) в форме жидкого экстракта при-
водит к усилению экспрессии интегринов LFA-1 
и Mac-1 на клетках периферической крови. Оно со-
провождается признаками лейкоцитарной инфильт-
рации и деструкции гепатом, подавлением сывороточ-
ного уровня иммуносупрессивных интерлейкинов 6 
и 10. Эти результаты оказались существенными для 
снижения частоты спонтанного опухолеобразования 
и увеличения продолжительности и качества жизни 
животных [6–9].

Однако до сих пор не определен фенотип клеток, 
инфильтрирующих опухоль, и вопрос о том, экспрес-
сированы ли на этих клетках, в частности, молекулы 
лейкоцитарных интегринов LFA-1 и Mac-1 при ис-
пользовании МФА, до конца не выяснен. Наряду 
с этим с фармакологической точки зрения более со-
временной и перспективной является сухая форма 
экстракта, практически субстанция препарата.

В связи с этим исследование воздействия сухого 
экстракта мультифитоадаптогена (СМФА) на экс-
прессию лейкоцитарных интегринов, а также оценка 

значимости коррекции нарушений для усиления кон-
тактных взаимодействий иммунных эффекторов 
с опухолевыми клетками является актуальным.

Цель исследования – изучение экспрессии β
2
-ин-

тегринов LFA-1 (CD11a / CD18) и Mac-1 (CD11b / CD18) 
на клетках крови у мышей СВА в онтогенезе, а также 
под влиянием СМФА в 1-й месяц постнатального 
развития.

Материалы и методы
Работа проведена на мышах-самцах высокорако-

вой линии СВА, сублинии СВА / Lac Y [10]. Источник 
получения мышей: локальная колония НМИЦ он-
кологии им. Н. Н. Блохина. Животных содержали 
и выводили из эксперимента в соответствии с требо-
ваниями Европейской директивы по охране живот-
ных, используемых в научных целях. Контрольные 
животные получали только воду в качестве питья. 
Животные опытной группы получали 0,3 % водный 
раствор СМФА в 1-й месяц постнатального развития 
(профилактическое применение). Препарат получа-
ли самки, начиная с последних сроков беременности 
до отъема детенышей в возрасте 3 нед. Затем 1 нед 
детеныши-самцы пили воду с препаратом самостоя-
тельно.

Мультифитоадаптоген представляет собой неток-
сичную фармацевтическую композицию на основе 
компонентов экстрактов 40 растений, в том числе 
фитоадаптогенов (женьшеня, элеутерококка, аралии 
и др.). В составе МФА определены тритерпеновые 
сапонины, флавоноиды, эфирные масла, аминокис-
лоты, витамины и другие соединения. Разработаны 
способы его биологической и физико-химической 
стандартизации [11–13]. Определены антиоксидантные, 
антистрессорные, гормономодулирующие, антиму-
тагенные, противоопухолевые и иммуномодулирую-
щие, а также адгезиогенные и интерфероногенные 
свойства [14–17].

Сухой экстракт МФА был приготовлен из жидкой 
формы с использованием технологии сублимиро-
вания.

У контрольных и опытных животных в возрасте 
4, 8, 22 мес на лимфоцитах периферической крови 
исследовали уровни экспрессии лейкоцитарных ин-
тегринов СD11a, CD11b методом непрямой иммуно-
флуоресценции. Оставшиеся животные находились 
под наблюдением вплоть до их естественной гибели.

Статистический анализ данных проводили с ис-
пользованием программы Statistica 6.0, применяя 
дисперсионный анализ One-way ANOVA. Данные 
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выражены как среднее значение ± стандартная ошиб-
ка среднего. Для оценки различий между группами 
применяли критерий Ньюмена–Kейлса. Статисти-
чески значимым считали различие при p <0,05.

Результаты и обсуждение
В табл. 1 представлены результаты воздействия 

СМФА на экспрессию CD11a-антигена клетками 
крови у мышей-самцов СВА в онтогенезе. Из табли-
цы видно, что в возрасте 4 и 8 мес у мышей обеих 
групп количество клеток, экспрессирующих CD11a-
антиген, статистически не различалось (p ≥0,5). 
К 22-месячному возрасту у мышей контрольной груп-
пы выявлено статистически достоверное снижение 
этого показателя с 45,9 ± 3,4 % (в возрасте 8 мес) 
до 36,5 ± 1,9 % (р

8–22
 = 0,03). У мышей опытной груп-

пы к 22 мес изменение экспрессии CD11a-антигена 
по сравнению с ранним периодом онтогенеза проис-
ходит статистически незначимо (52,3 ± 3,0 и 44,6 ± 2,1 % 
соответственно, р

4–22
 = 0,05). По сравнению с 8-ме-

сячным возрастом этот показатель статистически 
не различался (р

8–22
 = 0,2). Вместе с тем значение 

этого показателя оказалось выше в сравнении с ана-
логичным периодом онтогенеза (22 мес) у мышей 
контрольной группы (р

1–2
 = 0,01).

Результаты воздействия СМФА на экспрессию 
CD11b-антигена клетками крови мышей СВА в он-
тогенезе представлены в табл. 2. Согласно этим дан-
ным у мышей контрольной группы количество лим-
фоцитов крови, экспрессирующих CD11b-антиген, 
в возрасте 8 мес (12,1 ± 1,7 %) достоверно не отличалось 

от такового у 4-месячных животных (13,4 ± 1,7 %; 
р

4–8 
= 0,6). В возрасте 22 мес этот показатель стати-

стически достоверно снизился до 6,8 ± 1,1 % (р
8–22

 = 0,02; 
р

4–22 
= 0,004). У мышей опытной группы уровни экс-

прессии CD11b-антигена в возрасте 4 и 8 мес не раз-
личались (17,2 ± 1,5 % и 15,6 ± 1,4 %; р

4–8
 = 0,5), 

но имели тенденцию к повышению по сравнению 
с контрольными животными в аналогичные периоды 
онтогенеза (р

1–2
 = 0,1). К 22-месячному возрасту уро-

вень экспрессии снизился до 12,1 ± 1,1 % (р
8–22 

= 0,06; 
р

4–22 
= 0,01). Вместе с тем в позднем онтогенезе в дан-

ной группе уровень экспрессии CD11b-антигена до-
стоверно превышал значение у мышей контрольной 
группы в этом возрасте (р

1–2 
= 0,003).

Таким образом, полученные результаты показали, 
что при профилактическом воздействии СМФА 
у опытных мышей число лимфоцитов, экспресси-
рующих молекулы LFA-1 (СD11a / CD18) и Mac-1 
(СD11b / CD18), повышено по сравнению с контроль-
ными животными.

Учитывая, что лигандами LFA-1 являются моле-
кулы межклеточной адгезии ICAM-1, ICAM-2, мож-
но полагать, что увеличение количества лимфоцитов, 
экспрессирующих лейкоцитарный интегрин CD11a, 
под воздействием СМФА способствует более высокой 
иммунореактивности таких животных в осуществле-
нии киллинга клеток-мишеней эффекторами имму-
нитета (NK-клетками, цитотоксическими лимфоци-
тами) [18, 19].

Вместе с тем молекула Mac-1 экспрессируется 
на нейтрофилах, лимфоцитах и NK-клетках, являясь 

таблица 1. Уровень экспрессии CD11a-антигена лимфоцитами крови у мышей СВА при воздействии сухого экстракта мультифито-
адаптогена в 1-й месяц постнатального развития

Table 1. The CD11a antigen expression by blood lymphocytes in CBA mice under multiphytoadaptogen dry extract administration during the first month 
of postnatal development

Группа животных 
animal group

Cd 11a + лимфоциты, % 
Сd 11a + lymphocytes, %

4 мес 
4 months

8 мес 
8 months

22 мес 
22 months

p

1-я
Контроль (интактные), n = 33 
1 
Control (intact), n = 33

49,4 ± 3,6
n = 11

45,9 ± 3,4
n = 10

36,5 ± 1,9
n = 11

р
4–8

 = 0,5
р

8–22
 = 0,03

р
4–22

 = 0,005

2-я
Опыт (воздействие СМФА), n = 36 
2 
Experiment (MDE exposure), n = 362

52,3 ± 3,0
n = 12

49,0 ± 2,9
n = 12

44,6 ± 2,1
n = 12

р
4–8

 = 0,4
р

8–22
 = 0,2

р
4–22

 = 0,05

р р
1–2

 = 0,5 р
1–2

 = 0,5 р
1–2

 = 0,01

Примечание. Здесь и в табл. 1, 2: СМФА – сухой экстракт мультифитоадаптогена; n – количество животных; р
1–2 

– 
различие показателей между группами; р

4–8 
– различие показателей на 4-м и 8-м месяце; р

8–22 
– различие показателей 

на 8-м и 22-м месяце; р
4–22 

– различие показателей на 4-м и 22-м месяце. 
Note. Here and in the table 1, 2: MDE – multifitoadaptogen dry extract; n – animals number; р

1–2
 – intergroup difference; р

4–8  
– 4–8 months 

difference; р
8–22 

– 8–22 months difference; р
4–22  

– 4–22 months difference.
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лигандом ICAM-1. Поэтому аналогичные выводы 
уместны и в отношении повышенного уровня экс-
прессии CD11b-антигена у мышей опытной группы 
по сравнению с контрольными животными. В данном 
случае также возможна активация способности им-
мунных эффекторов инфильтрировать опухоль, кон-
тактировать с клетками-мишенями, что помогает 
гибели последних [20].

На основании предшествующих и настоящих 
исследований можно полагать, что у мышей при 
спонтанном гепатоканцерогенезе сниженная ак-
тивность Т-лимфоцитов обусловлена недостатком 
экспрессии молекул лейкоцитарных интегринов 
LFA-1 и Mac-1 на эффекторах иммунитета. Фито-
адаптогены, обладающие адгезиогенным действи-
ем, способны нормализовать обозначенные пока-
затели.

Таким образом, при введении СМФА в течение 
1-го месяца постнатального онтогенеза высокогепа-

томным мышам, включая завершающий период диф-
ференцировки нормальной ткани печени (5–15-й 
день постнатального развития), можно обеспечить 
длительный по времени эффект повышения экспрес-
сии на клетках крови молекул лейкоцитарных инте-
гринов LFA-1 и Mac-1.

Вместе с тем эффективность профилактического 
воздействия СМФА на уровень экспрессии лейкоци-
тарных интегринов сравнима с таковой для жидкой 
формы фитоадаптогена, выявленной в предыдущем 
исследовании [6].

Выводы
Улучшение продукции β

2
-интегринов LFA-1 

и Mac-1 на клетках крови мышей, генетически пред-
расположенных к раку печени, при введении сухого 
экстракта препарата в 1-й месяц постнатального раз-
вития способствует адгезии эффекторов иммунитета 
с клетками опухолей.

таблица 2. Уровень экспрессии CD11b-антигена лимфоцитами крови у мышей СВА при воздействии сухого экстракта мультифито-
адаптогена в 1-й месяц постнатального развития

Table 2. The CD11b antigen expression by blood lymphocytes in CBA mice under multiphytoadaptogen dry extract administration during the first month 
of postnatal development

Группа животных 
animal group

Cd 11b + лимфоциты, % 
Сd 11b + lymphocytes, %

4 мес 
4 months

8 мес 
8 months

22 мес 
22 months

p

1-я
Контроль (интактные),
n = 36 
1 
Control (intact), n = 36

13,4 ± 1,7
n = 12

12,1 ± 1,7
n = 12

6,8 ± 1,1
n = 12

р
4–8

 = 0,6
р

8–22
 = 0,02

р
4–22

 = 0,004

2-я
Опыт (воздействие СМФА), n = 36 
2 
Experiment (MDE exposure), n = 36

17,2 ± 1,5
n = 12

15,6 ± 1,4
n = 12

12,1 ± 1,1
n = 12

р
4–8

 = 0,5
р

8–22
 = 0,06

р
4–22

 = 0,01

p р
1–2

 = 0,1 р
1–2

 = 0,1 р
1–2

 = 0,003
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доклиничеСкое иЗУчение Фармакокинетики 
ПреПарата БактериоСенС для ФотодинамичеСкой 

тераПии ЗлокачеСтвенныХ новооБраЗований

н. Б. морозова1, е. а. Плотникова1, а. д. Плютинская1, в. о. Страмова1, м. С. воронцова1,  
а. а. Панкратов1, е. а. макарова2, е. а. лукьянец2, а. д. каприн1

1МНИОИ им. П. А. Герцена – филиал ФГБУ «НМИЦ радиологии» Минздрава России; Россия, 125284 Москва, 
2-й Боткинский проезд, 3; 

2ФГУП «ГНЦ «НИОПИК»; Россия, 123001 Москва, ул. Большая Садовая, 1, корп. 4

Контакты: Наталья Борисовна Морозова n.b.morozova@yandex.ru

Введение . На протяжении последних лет особое внимание уделяется фотосенсибилизаторам, поглощающим и флуоресциру-
ющим в ближней инфракрасной области спектра. Одним из наиболее перспективных фотосенсибилизаторов является син-
тетическое производное бактериохлорина – препарат бактериосенс.
Цель исследования – доклиническое изучение биораспределения и фармакокинетики препарата бактериосенс у животных.
Материалы и методы . Активный компонент препарата бактериосенс – (мезо-тетра(3-пиридил)бактериохлорин) с λ

max
= 747 нм. 

Биораспределение и фармакокинетику препарата изучали на мышах и кроликах. Препарат вводили однократно внутривен-
но в 3 дозах: для мышей – 1,0; 2,5 и 6,25 мг / кг, для кроликов – 0,236; 0,59 и 1,475 мг / кг. Для количественного определения 
фармакокинетических параметров бактериосенса использовали метод локальной флуоресцентной спектроскопии.
Результаты . Из кровотока мыши бактериосенс выводится быстро: через 1 сут при использовании минимальной дозы 1,0 мг / кг 
и через 4 сут при максимальной дозе 6,25 мг / кг. В коже, мышце и селезенке препарат сохраняется до 4 сут при 6,25 мг / кг 
и до 24 ч при 1,0 мг / кг. Наиболее интенсивно накапливается и длительно удерживается препарат в сальнике, печени и поч-
ках – свыше 6 сут при дозе 6,25 мг / кг и 2 сут при 1,0 мг / кг.
Аналогичная картина наблюдается у кроликов. Бактериосенс быстро выводится из кровотока: через 1 сут при применении 
в дозе 0,236 мг / кг и через 3 сут при 1,475 мг / кг. В коже, мышце и селезенке препарат регистрируется до 4 сут при исполь-
зовании дозы 1,475 мг / кг и до 3 сут при 0,236 мг / кг. Наиболее интенсивно накапливается и длительно удерживается бак-
териосенс в сальнике, печени и почках: более 6 сут при использовании дозы 1,475 мг / кг и 4 сут при дозе 0,236 мг / кг.
Выводы . Бактериосенс в течение 3–4 сут выводится из кровотока животных при использовании максимальной дозы, в 2,5 раза 
превышающей терапевтическую. Продолжительность периода полувыведения бактериосенса для мышей прямо пропорцио-
нально зависит от дозы и увеличивается от 8 до 24 мин; для кроликов период полувыведения независимо от дозы составил 
20 мин. В коже препарат регистрируется не более 4 сут. Основные пути элиминирования бактериосенса из организма жи-
вотных проходят через почки и печень.

Ключевые слова: бактериосенс, фармакокинетика, биораспределение, нормированная флуоресценция, сыворотка крови
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ThE PhoTodyNaMIC ThERaPy oF MalIGNaNT NEoPlaSMS

N . B . Morozova1, E . A . Plotnikova1, A . D . Plyutinskaya1, V . O . Stramova1, M . S . Vorontsova1, A . A . Pankratov1,  
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1P.A. Hertsen Moscow Oncology Research Institute – Branch of the National Medical Research Center of Radiology;  
3, 2ndBotkinskiy proezd, Moscow 125284, Russia; 

2SSC “NIOPIK”; Build. 4, 1 Bolshaya Sadovaya St., Moscow, 123001 Russia

Introduction . Special attention has been recently paid to photosensitizers that absorb and fluoresce in the near infrared region of the 
spectrum. One of the most promising photosensitizers is bacteriosens, a synthetic bacteriochlorin derivative.
Objective . To conduct a preclinical study of the biodistribution and pharmacokinetics of bacteriosens in animals.
Materials and methods . The active ingredient of bacteriosens is (meso-tetra(3-pyridyl)bacteriochlorin) with of λ

max
 747 nm). The bio-

distribution and pharmacokinetics of the agent were studied in mice and rabbits. It was administered intravenously once at three doses: 
1.0; 2.5 and 6.25 mg / kg for the mice and 0.236; 0.59 and 1.475 mg / kg for the rabbits. Local fluorescence spectroscopy was used for 
the quan titative determination of the pharmacokinetic parameters of bacteriosens.
Results . Bacteriosens was removed quickly from the mouse bloodstream at 1 and 4 days after using minimal (1.0 mg / kg) and maximal 
(6.25 mg / kg) doses, respectively. When given at doses of 6.25 mg / kg and 1.0 mg / kg, bacteriosens was recorded in the skin, muscle, and 
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Введение
Фотодинамическая терапия (ФДТ), являясь од-

ним из эффективных методов в лечении злокаче-
ственных новообразований практически всех основ-
ных локализаций, используется как самостоятельно, 
так и в сочетании с традиционными видами проти-
воопухолевой терапии (хирургический, лучевая и хи-
миотерапия) [1, 2].

На протяжении последних лет особое внимание 
уделяется фотосенсибилизаторам (ФС), поглощаю-
щим и флуоресцирующим в ближней инфракрасной 
(ИК) области спектра, что позволяет свету проникать 
глубже в пораженную ткань и активировать накопив-
шийся в ней ФС, открывая при этом возможность 
лечения объемных и глубокозалегающих опухолей. 
Наибольшую глубину проникновения света могут 
обеспечить ФС с длиной волны спектрального мак-
симума в ближнем ИК-диапазоне (700–850 нм), где 
собственное поглощение несенсибилизированной 
ткани минимально [2–5].

В настоящее время один из наиболее перспектив-
ных классов ФС составляют синтетические произво-
дные бактериохлорина. В ГНЦ «НИОПИК» совмест-
но с НМИЦ радиологии на основе стандартной 
субстанции разработан препарат бактериосенс, ко-
торый предназначен для ФДТ злокачественных но-
вообразований различных локализаций (рис. 1).

Препарат обладает высокой фотоиндуцированной 
активностью в отношении опухолевых клеток чело-
века эпителиального происхождения и мыши различ-
ного генеза (величина ИК

50
 составляет 0,08–1,21 мкМ 

в зависимости от клеточной линии и обеспечивает 
высокую дозозависимую противоопухолевую эффек-
тивность у животных с опухолями различного генеза 
[6]. Использование оптимальных режимов проведе-
ния ФДТ позволяет добиться 100 % излечения мышей 
с опухолями малого размера, 100 % торможения ро-
ста опухолей и 38–100 % излечения мышей с опухо-
лями большого размера [6].

Цель исследования – доклиническое изучение 
биораспределения и фармакокинетики препарата 
бактериосенс у животных.

Материалы и методы
Фотосенсибилизатор. Препарат бактериосенс – 

лиофилизат для приготовления раствора для инфузий 
производства ГНЦ «НИОПИК» (Россия). Активный 
компонент – мезо-тетра(3-пиридил)бактериохлорин 
с λ

max
 = 747 нм; вспомогательные компоненты: kol-

liphor® ELP, D(–) – маннит, лимонная кислота [7]. 
В качестве растворителя использовали 0,025 % рас-
твор гидрокарбоната натрия (NaHCO

3
). Для прове-

дения исследований раствор препарата готовили 
ex tempore.

Животные. Для оценки биораспределения и фар-
макокинетики использовали интактных животных: 
мышей-гибридов (CBA × C57Bl / 6) F1, самок в воз-
расте 9–10 нед, и кроликов породы советская шин-
шилла, самцов в возрасте 20–24 нед. Мышей полу-
чали из питомника Научного центра биомедицинских 
технологий РАМН (филиал «Андреевка»), кроликов – 
из «Кролинфо».

Животные находились на стандартной сбаланси-
рованной диете с использованием экструдированно-
го комбикорма для содержания мелких лабораторных 

spleen for 4 days and 24 h, respectively. The agent most intensively accumulated and long persisted in the omentum, liver, and kidneys 
for more than 6 days (6.25 mg / kg) and 2 days (1.0 mg / kg). A similar pattern was observed in the rabbits. Bacteriosens was rapidly re-
moved from the rabbit bloodstream at 1 and 3 days after using at doses of 0.236 and 1.475 mg / kg, respectively. The agent was recorded 
in the skin, muscle, and spleen up to 4 days (1.475 mg / kg) and 3 days (0.236 mg / kg). It most intensively accumulated and long persis-
ted in the omentum, liver, and kidneys for more than 6 days (1.475 mg / kg) and 4 days (0.236 mg / kg).
Conclusion . Bacteriosens was removed from the animal bloodstream within 3–4 days after administration of the maximum dose that was 
2.5 times higher than therapeutic one. The half-life of bacteriosens for mice was directly proportional to the dose and increased from 
8 to 24 min; the half-life for rabbits was 20 min, irrespective of the dose. The drug was recorded in the skin for no more than 4 days. 
The main routes of bacteriosens elimination from the body of animals were the kidneys and liver.

Key words: bacteriosens, pharmacokinetics, biodistribution, normalized fluorescence, serum

рис. 1. Структурная формула мезо-тетра(3-пиридил)бактериохло-
рина, активного компонента препарата бактериосенс

Fig. 1. Structural formula of meso-tetra(3-pyridyl)bacteriochlorin, the active 
ingredient of bacteriosens
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грызунов (мышей и кроликов) SPF-статуса «ЧАРА» 
компании «Ассортимент-Агро» и водопроводной во-
ды, фильтрованной путем системы обратного осмоса 
Osmos Stream Compact OD 200. Исследования были 
одобрены комиссией по биоэтике и проведены с со-
блюдением принципов гуманности в соответствии 
с национальными стандартами.

Оценка биораспределения и фармакокинетики 
препарата у интактных животных
Биораспределение и фармакокинетику бактери-

осенса изучали на 2 видах животных – мышах и кро-
ликах. Препарат вводили однократно внутривенно 
в 3 дозах. При выборе доз бактериосенса исходили 
из терапевтической дозы (ТД) для мышей (2,5 мг / кг) 
и расчетной эквитерапевтической дозы (ЭТД) для 
кроликов (0,59 мг / кг). Межвидовой перенос доз лекар-
ственных средств осуществляли по методам E. J. Freireich 
и И. П. Улановой [8, 9]. Эти дозы для мышей состави-
ли 1,0 мг / кг (0,4 ТД), 2,5 мг / кг (1 ТД) и 6,25 мг / кг 
(2,5 ТД), для кроликов – 0,236 мг / кг (0,4 ЭТД

кролик
), 

0,59 мг / кг (ЭТД
кролик

) и 1,475 мг / кг (2,5 ЭТД
кролик

). 
Контрольным животным вводили растворитель – 
0,025 % раствор NaHCO

3
.

Для количественного определения фармакоки-
нетических параметров бактериосенса использовали 
метод локальной флуоресцентной спектроскопии. 
На лазерной установке для флуоресцентной диагно-
стики и контроля ФДТ «ЛЭСА-6» («БиоСпек», Рос-
сия) оценивали уровень нормированной флуоресцен-
ции (НФ), отражающей накопление фотоактивной 
формы ФС в крови, органах и тканях животных.

Через различные интервалы времени после вве-
дения ФС (5 с, 15, 30 мин, 1, 3, 5, 14, 24, 48, 72 ч, 6 сут) 
животных подвергали эвтаназии путем передози-
ровки эфира для наркоза (мыши) и внутривенного 
введения 10 % раствора тиопентала натрия в дозе 
150–200 мг / кг (кролики). Затем производили забор 
крови у животных, из тел извлекали образцы вну-
тренних органов и тканей (печень, почки, селезенку, 
кожу (бедра и уха), мышцу, сальник и глаза) для из-
мерения в них флуоресценции. Из крови готовили 
сыворотку с помощью центрифугирования в течение 
6 мин при 6000 об / мин (центрифуга MiniSpin plus 
Eppendorf AG, Германия). Измерение экзогенной 
флуоресценции тканей проводили ex vivo сразу после 
эвтаназии животного. Для каждой точки использо-
вали биологический материал от 5 мышей и 3 кро-
ликов и проводили не менее 3 измерений в каждом 
органе, ткани или сыворотке крови. НФ ФС в тканях 
животного оценивали при длине волны, соответст-
вующей максимуму его флуоресцен ции (747 ± 2 нм).

Математическую обработку спектров флуо-
ресценции проводили с помощью программного 
обеспечения «ЛЭСА-06». При возбуждении флуо-

ресценции в красной области спектра (632,8 нм) 
интег ральную интенсивность флуоресценции в диа-
пазоне 640–850 нм (S

1
) нормировали на интегральную 

интенсивность сигнала обратного диффузного рас-
сеяния возбуждающего лазерного излучения (S

2
) 

и определяли НФ препарата в сыворотке крови, ор-
ганах и тканях животных (НФ = S

1
 / S

2
) [10, 11]. В хо-

де анализа фармакокинетических данных оценивали 
общий клиренс препарата (Clt), отражающий объем 
тест-ткани, освобождающийся от лекарственного 
средства в единицу времени (мл / мин); стационарный 
объем распределения препарата, отражающий ин-
тенсивность распределения фармакологического 
средства между тест-тканью и другими тканями (мл); 
продолжительность периода полувыведения (Т

1 / 2
) – 

времени (мин), в течение которого концентрация 
лекарственного средства снижается в сыворотке кро-
ви в 2 раза [12].

Для всех количественных данных вычисляли 
групповое среднее арифметическое (M) и стандарт-
ную ошибку среднего (m). Статистический анализ 
проводили с использованием программы Statistica for 
Windows ver. 7.0 (StatSoft, Inc.). Достоверность разли-
чий между группами данных оценивали с применени-
ем t-критерия Стьюдента и U-критерия Манна–Уит-
ни. Различия считались достоверными при р <0,05.

Результаты и обсуждение
изучение биораспределения и фармакокинетики 
препарата бактериосенс в органах и тканях 
интактных мышей
Анализ полученных данных показал, что макси-

мальная флуоресценция препарата определялась 
в сыворотке крови интактных мышей сразу после его 
введения и в течение суток снижалась на 92 % для до-
зы 6,25 мг / кг, на 99 % – для дозы 2,5 мг / кг, а для до-
зы 1,0 мг / кг через 24 ч не регистрировалась (табл. 1).

Наиболее интенсивно накапливался и дольше 
удерживался бактериосенс во внутренних органах 
и сальнике, которые являются органами-мишенями. 
В печени НФ препарата увеличивалась в течение 15 мин, 
удерживалась на достигнутом уровне в течение 5 ч, 
а затем снижалась. Через 1 сут после введения в пе-
чени НФ снижалась на 78 % (6,25 мг / кг), 91 % 
(2,5 мг / кг) и 100 % (1,0 мг / кг) от максимального зна-
чения.

Флуоресцирующая форма ФС сохранялась в пе-
чени более 6 сут (6,25 мг / кг), до 4 сут (2,5 мг / кг) и 1 сут 
(1,0 мг / кг).

В почках НФ бактериосенса увеличивалась в те-
чение 15 мин, удерживалась на достигнутом уровне 
5 ч, а затем снижалась. Через 1 сут после введения 
в почках НФ снижалась на 75 % (6,25 мг / кг), 88 % 
(2,5 мг / кг) и 91 % (1,0 мг / кг) от максимального зна-
чения. Флуоресцирующая форма ФС сохранялась 
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в почках до 6 сут (6,25 мг / кг) и до 2 сут (2,5 мг / кг 
и 1,0 мг / кг).

В селезенке НФ препарата увеличивалась в тече-
ние 15 мин, удерживалась на достигнутом уровне 
0,5–3 ч в зависимости от дозы, а затем снижалась. 
Через 1 сут после введения в селезенке НФ снижалась 
на 74 % (6,25 мг / кг), 87 % (2,5 мг / кг) и 100 % 
(1,0 мг / кг) от максимального значения. Флуоресци-
рующая форма ФС сохранялась в селезенке до 4 сут 
(6,25 мг / кг), до 2 сут (2,5 мг / кг) и 14 ч (1,0 мг / кг).

В сальнике НФ бактериосенса увеличивалась 
медленнее, в течение 3 ч, удерживалась на достигну-
том уровне 5–24 ч, в зависимости от дозы ФС, а затем 
снижалась. Через 1 сут после введения в сальнике НФ 
снижалась на 13 % (6,25 мг / кг), 65 % (2,5 мг / кг) 
и 93 % (1,0 мг / кг) от максимального значения. Флуо-
ресцирующая форма ФС сохранялась в сальнике 
 более 6 сут (6,25 мг / кг и 2,5 мг / кг) и до 2 сут 
(1,0 мг / кг).

Незначительное количество бактериосенса акку-
мулировалось в коже и мышце. В течение 30 мин НФ 
препарата увеличивалась в коже бедра и уха, удержи-
валась на достигнутом уровне в течение 3–5 ч, в за-
висимости от дозы препарата, а затем быстро снижа-
лась. Через 1 сут после введения препарата в коже 
бедра и уха НФ снижалась на 48 и 35 % (6,25 мг / кг), 
60 и 55 % (2,5 мг / кг) и 100 % (1,0 мг / кг) от макси-
мального значения соответственно. Флуоресциру-
ющая форма ФС сохранялась в коже бедра и уха до 4 сут 
(6,25 мг / кг), до 3 сут (2,5 мг / кг) и 14 ч (1,0 мг / кг).

В мышце НФ препарата увеличивалась в течение 
15 мин, удерживалась на достигнутом уровне 5 ч, 
а затем быстро снижалась. Через 1 сут после введения 
в мышце НФ снижалась на 98 % (6,25 мг / кг), 92 % 
(2,5 мг / кг) и 100 % (1,0 мг / кг) от максимального зна-
чения. Флуоресцирующая форма ФС сохранялась 
в мышце до 3 сут (6,25 мг / кг), 2 сут (2,5 мг / кг) и 1 сут 
(1,0 мг / кг).

В глазах НФ препарата регистрировалась на уров-
не фоновых значений.

Таким образом, препарат бактериосенс быстро 
выводился из кровотока мыши: через 1 сут при ис-
пользовании минимальной дозы (1,0 мг / кг) и через 
4 сут применения максимальной дозы (6,25 мг / кг). 
В коже, мышце и селезенке бактериосенс накапли-
вался быстро, но также быстро и выводился – мак-
симальная доза (6,25 мг / кг) регистрировалась до 4 сут, 
минимальная доза (1,0 мг / кг) – не более 24 ч. Наи-
более интенсивно накапливался и длительно удер-
живался препарат в сальнике, печени и почках: 
 более 6 сут при использовании максимальной дозы 
(6,25 мг / кг) и 2 сут при минимальной дозе 
(1,0 мг / кг). Основные пути элиминирования пре-
парата из организма мышей происходили через поч-
ки и печень.

изучение биораспределения и фармакокинетики 
препарата бактериосенс в органах и тканях 
интактных кроликов
Фармакокинетика бактериосенса у кроликов 

и мышей по характеру не отличалась. Анализ полу-
ченных данных показал, что максимальная флуо-
ресценция препарата определялась в сыворотке кро-
ви интактных кроликов сразу после его введения 
и в течение суток снижалась на 91 % для доз 1,475 
и 0,59 мг / кг, для дозы 0,236 мг / кг – на 98 % (табл. 2).

Распределение бактериосенса в организме кро-
ликов происходило схожим образом. В органах-ми-
шенях (печени, почках, селезенке, сальнике) выяв-
лены наиболее интенсивное накопление и длительная 
аккумуляция. В печени НФ препарата увеличивалась 
в течение 15 мин, удерживалась на достигнутом уров-
не 3 ч, а затем снижалась. Через 1 сут после введения 
в печени НФ снижалась на 67 % (1,475 мг / кг) и 77 % 
(0,59 и 0,236 мг / кг) от максимального значения. 
Флуо ресцирующая форма ФС сохранялась в пече-
ни более 6 сут (1,475 мг / кг), до 4 сут (0,59 мг / кг) 
и до 3 сут (0,236 мг / кг).

В почках НФ бактериосенса увеличивалась в те-
чение 15 мин, удерживалась на достигнутом уровне 
14 ч, а затем снижалась. Через 1 сут после введения 
в почках НФ снижалась на 37 % (1,475 мг / кг), 28 % 
(0,59 мг / кг) и 34 % (0,236 мг / кг) от максимального 
значения. Флуоресцирующая форма ФС сохранялась 
в почках более 6 сут (1,475 мг / кг) и до 4 сут (0,59 
и 0,236 мг / кг).

В селезенке НФ препарата увеличивалась в течение 
15 мин, удерживалась на достигнутом уровне 0,5–1 ч 
в зависимости от дозы, а затем снижалась. Через 1 сут 
после введения в селезенке НФ снижалась на 98 % 
(1,475 мг / кг) и 100 % (0,59 и 0,236 мг / кг) от макси-
мального значения. Флуоресцирующая форма ФС 
сохранялась в селезенке до 1 сут (1,475 мг / кг), до 14 ч 
(0,59 мг / кг) и 3 ч (0,236 мг / кг).

В сальнике НФ бактериосенса увеличивалась 
медленнее, в течение 3 ч, удерживалась на достигну-
том уровне 5–14 ч в зависимости от дозы ФС, а затем 
снижалась. Через 1 сут после введения в сальнике НФ 
снижалась на 47 % (1,475 мг / кг), 50 % (0,59 мг / кг) 
и 78 % (0,236 мг / кг) от максимального значения. 
Флуоресцирующая форма ФС сохранялась в сальнике 
до 6 сут (1,475 мг / кг), до 4 сут (0,59 мг / кг) и до 3 сут 
(0,236 мг / кг).

В коже бедра, уха и мышце выявлены слабое на-
копление и быстрая элиминация бактериосенса. В те-
чение 30 мин НФ препарата увеличивалась в коже 
бедра, удерживалась на достигнутом уровне на про-
тяжении 1–14 ч в зависимости от дозы препарата, 
а затем быстро снижалась. Через 1 сут после введения 
препарата в коже бедра НФ снижалась на 26 % 
(1,475 мг / кг), 21 % (0,59 мг / кг) и 40 % (0,236 мг / кг) 
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от максимального значения. Флуоресцирующая фор-
ма ФС сохранялась в коже бедра до 4 сут (1,475 мг / кг) 
и до 3 сут (0,59 и 0,236 мг / кг).

В коже уха НФ бактериосенса увеличивалась 
в течение 30 мин, удерживалась на достигнутом 
уровне 1–3 ч в зависимости от дозы, а затем быстро 
снижалась. Через 1 сут после введения в коже уха 
НФ снижалась на 67 % (1,475 мг / кг), 68 % 
(0,59 мг / кг) и 88 % (0,236 мг / кг) от максимального 
значения. Флуоресцирующая форма ФС сохранялась 
в коже уха до 4 сут (1,475 мг / кг), 2 сут (0,59 мг / кг) 
и 1 сут (0,236 мг / кг).

В мышце НФ препарата увеличивалась в течение 
30 мин, удерживалась на достигнутом уровне 1–5 ч 
в зависимости от дозы, а затем быстро снижалась. 
Через 1 сут после введения в мышце НФ снижалась 
на 50 % (1,475 мг / кг), 54 % (0,59 мг / кг) и 73 % 
(0,236 мг / кг) от максимального значения. Флуорес-
цирующая форма ФС сохранялась в мышце до 4 сут 
(1,475 и 0,59 мг / кг) и 2 сут (0,236 мг / кг).

В глазах НФ препарата регистрировалась на уров-
не фоновых значений.

Таким образом, препарат бактериосенс быстро 
выводился из кровотока кролика, через 1 сут при ис-
пользовании минимальной дозы (0,236 мг / кг) и че-
рез 3 сут при максимальной дозе (1,475 мг / кг). В ко-
же, мышце и селезенке бактериосенс накапливался 
быстро и достаточно быстро выводился – мак-
симальная доза (1,475 мг / кг) регистрировалась до 
4 сут, минимальная доза (0,236 мг / кг) – до 3 сут. 
Наиболее интенсивно накапливался и длительно 

удерживался препарат в сальнике, печени и почках: 
более 6 сут при использовании максимальной дозы 
(1,475 мг / кг) и 4 сут при минимальной дозе 
(0,236 мг / кг). Основные пути элиминирования пре-
парата из организма кролика происходили через 
почки и печень.

оценка фармакокинетических параметров 
препарата бактериосенс
При сравнительной оценке длительности цирку-

ляции бактериосенса в организме мышей и кроликов 
выявлены общие закономерности: быстрая дозоза-
висимая элиминация препарата из кровотока, кожи, 
мышцы, селезенки, отсутствие накопления препара-
та в глазах, длительная дозозависимая циркуляция 
в сальнике, печени и почках. Основными путями 
элиминирования для обоих видов животных являют-
ся печень и почки (табл. 3).

На рис. 2а и б представлены кривые «концентра-
ция – время» для сыворотки крови при использова-
нии различных доз препарата у интактных мышей 
и кроликов соответственно.

На основании полученных данных рассчитаны 
фармакокинетические параметры для сыворотки кро-
ви, которые представлены в табл. 4.

Анализ полученных данных показал, что общий 
клиренс с увеличением дозы бактериосенса умень-
шался для обоих видов животных (мышей и кроли-
ков), что свидетельствует об обратно пропорциональ-
ной зависимости общего клиренса от внутривенно 
введенной дозы препарата.

таблица 3. Длительность циркуляции препарата бактериосенс в организме интактных животных

Table 3. The duration of circulation of the drug bacteriocens in the organism of intact animals

Живот-
ные 

animals

доза, 
мг / кг 
dose 

mg / kg

длительность циркуляции, сут 
Circulation duration, days

Сыворотка крови 
Blood serum

Печень 
liver

Почки 
Kidneys

Селезенка 
Spleen

Сальник 
Gland

мышца 
Muscle

кожа бедра 
Thigh skin

кожа уха 
Ear skin

Глаза 
Eyes

Мыши 
Mice

1,0 1 1 2 14 ч 
14 hour

2 1 14 ч 
14 hour

14 ч 
14 hour

0

2,5 2 4 2 2 >6 2 3 3 0

6,25 4 >6 6 4 >6 3 4 4 0

Кролики 
Rabbits

0,236 1 3 4 3 ч 
3 hour

3 2 3 1 0

0,59 2 4 4 14 ч 
14 hour

4 4 3 2 0

1,475 3 >6 >6 1 6 4 4 4 0

Примечание . Флуоресценцию возбуждали излучением He-Ne-лазера (λ
max

 = 632,8 нм). Измерение проводили в диапазоне 
650–850 нм. 
Note. Fluorescence, excited by a He-Ne laser (λ

max
 = 632.8 nm). The measurement was carried out at 650–850 nm.
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Объем распределения препарата практически 
не зависел от введенной дозы для обоих видов жи-
вотных.

Продолжительность Т
1 / 2

 бактериосенса у мышей 
имеет прямо пропорциональную зависимость от до-
зы: с ее увеличением Т

1 / 2
 также увеличивался от 8 

до 24 мин. У кроликов Т
1 / 2

 не зависел от дозы и со-
ставлял 20 мин.

Выводы
1. Препарат бактериосенс быстро выводился 

из кровотока мыши: через 1 сут при использовании 
минимальной дозы (1,0 мг / кг) и через 4 сут при мак-
симальной дозе (6,25 мг / кг). В коже, мышце и селе-
зенке бактериосенс накапливался быстро, но также 
быстро и выводился: максимальная доза (6,25 мг / кг) 

таблица 4. Параметры фармакокинетики препарата бактериосенс в организме интактных животных

Table 4. Pharmacokinetics parameters of the drug bacteriocens in the organism of intact animals

Животные 
animals

доза,
мг / кг 
doze,  
mg / kg

Параметры фармакокинетики 
Pharmacokinetic parameters

общий клиренс препара-
та, мл / мин 

Total body clearance, ml / min

Стационарный объем распределения 
препарата, мл 

Steady-state volume of the drug distribution, ml

Продолжительность периода 
полувыведения, мин 
half-life of the drug, min

Мыши 
Mice

1,0 0,130 2,1 8

2,5 0,103 2,1 10

6,25 0,062 2,3 24

Кролики 
Rabbits

0,236 0,318 178,8 20

0,59 0,0423 179,9 20

1,475 0,0367 182,5 20

регистрировалась до 4 сут, минимальная доза 
(1,0 мг / кг) – не более 24 ч. Наиболее интенсивно 
накапливался и длительно удерживался препарат 
в сальнике, печени и почках: более 6 сут при исполь-
зовании максимальной дозы (6,25 мг / кг) и 2 сут 
при минимальной дозе (1,0 мг / кг). Основные пути 
элиминирования препарата из организма мышей – 
через почки и печень.

2. У кроликов бактериосенс также быстро выво-
дился из кровотока: через 1 сут при использова-
нии минимальной дозы (0,236 мг / кг) и через 3 сут 
при применении максимальной (1,475 мг / кг). В коже, 
мышце и селезенке бактериосенс накапливался бы-
стро и достаточно быстро выводился: максимальная 
доза (1,475 мг / кг) регистрировалась до 4 сут, ми-
нимальная (0,236 мг / кг) – до 3 сут. Наиболее 

рис. 2. Фармакокинетика бактериосенса. Кривые «концентрация – время» для сыворотки крови при использовании терапевтических доз 
препарата у интактных мышей (а) и эквитерапевтических доз у кроликов (б)

Fig. 2. The pharmacokinetics of bacteriocens. Concentration – time curves for blood serum when using therapeutic doses of the drug in the intact mice (a) 
and equicharacteristic doses in rabbits (б)
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Л И Т Е Р А Т У Р А  /  R E F E R E N C E S

интенсивно накапливался и длительно удерживался 
препарат в сальнике, печени и почках: более 6 сут 
при использовании максимальной дозы (1,475 мг / кг) 
и 4 сут при минимальной дозе (0,236 мг / кг). Основ-
ные пути элиминирования препарата из организма 
кролика – через почки и печень.

3. Общий клиренс с увеличением дозы бактерио-
сенса уменьшался как для мышей, так и для кроли-

ков, что свидетельствовало об обратно пропор-
циональной зависимости общего клиренса от 
внутривенно введенной дозы препарата. Продол-
жительность Т

1 / 2
 бактериосенса для мышей имела 

прямо пропорциональную зависимость от дозы: 
с ее увеличением Т

1 / 2
 также увеличивался от 8 до 

24 мин. Для кроликов Т
1 / 2

 не зависел от дозы и со-
ставил 20 мин.
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ЦитотокСичноСтЬ и ГемоСовмеСтимоСтЬ PlGa 
наночаСтиЦ, наГрУЖенныХ докСорУБиЦином

Ю. а. малиновская1, 3, 4, е. и. коваленко2, т. С. ковшова1, 3, 4, н. С. осипова1, 4, о. о. максименко1, 4, 
в. Ю. Балабаньян3, в. а. разживина1, м. в. Гречихина2, а. а. Бойко2, С. Э. Гельперина1, 4

1ООО «Технология лекарств»; Россия, 141400 Химки, ул. Рабочая, 2а; 
2ФГБУН «Институт биоорганической химии им. акад. М. М. Шемякина и Ю. А. Овчинникова РАН»; 

Россия, 117997 Москва, ул. Миклухо-Маклая, 16 / 10; 
3Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова; Россия, 119991 Москва, Ленинские Горы, 1; 

4Российский химико-технологический университет им. Д. И. Менделеева; Россия, 125047 Москва, Миусская площадь, 9

Контакты: Юлия Александровна Малиновская j.malinowskaya@gmail.com

Введение . Использование полимерных биодеградирумых наночастиц (НЧ) в качестве средств доставки лекарственных веществ 
является перспективным способом преодоления гистогематических барьеров. Так, НЧ из сополимера молочной и гликолевой 
кислот (PLGA), модифицированные полоксамером 188, способны преодолевать гематоэнцефалический барьер и доставлять 
лекарственные вещества, в частности доксорубицин, в интракраниальную опухоль при внутривенном введении. На этапе 
доклинических исследований было важно оценить возможное токсическое действие НЧ на компоненты крови.
Цель исследования – оценка цитотоксичности и гемосовместимости PLGA НЧ, нагруженных доксорубицином (Dox-PLGA НЧ), 
изучение кинетики захвата наночастиц клетками глиобластомы человека.
Материалы и методы . Для изучения влияния НЧ на свертывающую систему крови определяли протромбиновое время до и после 
инкубации плазмы с НЧ. Уровень активации тромбоцитов определяли на проточном цитофлуориметре по уровню экспрессии 
Р-селектина. Гемолитическую активность НЧ определяли спектрофотометрически по концентрации высвободившегося 
гемоглобина. Цитотоксичность НЧ оценивали с помощью MTS-теста. Захват НЧ клетками изучали с помощью проточно-
го цитофлуориметра.
Результаты . Dox-PLGA НЧ не оказывали влияния на время коагуляции плазмы крови и активность тромбоцитов в диапазо-
не концентраций 0,1–100 мкг / мл: показатель протромбинового времени составил 12–15 с для всех тестируемых образцов 
и уровень экспрессии Р-селектина не превысил 15 %. НЧ не вызывали гемолиз после 3 ч инкубации с образцами крови. Цито-
токсический эффект Dox-PLGA НЧ на клетки глиобластомы U87MG был сравним с действием субстанции доксорубицина. 
Результаты проточной цитометрии показали, что НЧ активно захватываются клетками.
Заключение . Проведенное исследование подтвердило гемосовместимость Dox-PLGA НЧ: НЧ не оказывали влияния на свер-
тывающую систему крови и не вызывали гемолиз в исследуемом диапазоне концентраций. НЧ активно захватывались клет-
ками глиобластомы и оказывали выраженный цитотоксический эффект.

Ключевые слова: PLGA наночастицы, биосовместимость, гемосовместимость, цитотоксичность, интернализация

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-19-1-71-80 

CyToToXICITy aNd hEMoCoMPaTIBIlITy oF doXoRuBICIN-loadEd PlGa NaNoPaRTIClES

Yu . A . Malinovskaya1, 3, 4, E . I . Kovalenko2, T . S . Kovshova1, 3, 4, N . S . Osipova1, 4, O . O . Maksimenko1, 4, 
V . Yu . Balabanyan3, V . A Razzhivina1, M . V . Grechikhina2, А . А . Boiko2, S . E . Gelperina1, 4

1Drug Technology LLC; 2a Rabochaya St., Khimki 141400, Russia; 
2Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry; 16 / 10 Miklukho-Maklaya St., Moscow 117997, Russia; 

3M. V. Lomonosov Moscow State University; 1 Leninskie Gory, Moscow 119991, Russia; 
4D. Mendeleev University of Chemical Technology of Russia; 9 Miusskaya ploshchad’, Moscow 125047, Russia

Introduction . The use of polymeric biodegradable nanoparticles (NP) as drug delivery systems is a promising approach to overcome 
histohematomatic barriers. Thus, poloxamer 188-coated poly (lactide-co-glycolide) (PLGA) NP are able to overcome blood-brain bar-
rier and to deliver therapeutic agents, in particular doxorubicin, into intracranial tumour upon intravenous administration. It is import-
ant to evaluate NP interaction with blood components in preclinical studies.
The objective of the study was to investigate cytotoxicity and hemocompatibility of doxorubicin-loaded PLGA NP (Dox-PLGA NP), to essess 
NP uptake by glioblastoma cells.
Materials and methods . The influence of NP on coagulation cascade was evaluated by prothrombin time measuring before and after 
plasma incubation with NP. To assess NP thrombogenicity the platelet activation level was determined by flow cytometry. The NP hemo-
lytic activity (released hemoglobin concentration) was measured spectrophotometrically. NP cytotoxicity was determined by MTS assay. 
NP uptake by human glioblastoma cells was evaluated by flow cytometry.
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Results . Dox-PLGA NP did not influence blood coagulation time and thrombocyte activity at concentrations up to 100 mcg / mL: PT 
values were 12–15 s for all tested samples, and P-selectin expression level did not exceed 15 %. All samples were not hemolytic after 3 h 
of incubation.
Cytotoxicity of doxorubicin released from PLGA NP on glioma U87MG cells was comparable to that of free doxorubicin. As shown by flow 
cytometry Dox-PLGA NP were efficiently internalized into the cells.
Conclusion . The study of hemocompatibility confirmed the safety of Dox-PLGA NP: NP did not influence blood coagulation system and 
did not induce hemolysis. NP were efficiently internalized into the human glioblastoma cells and produced considerable antitumor effect 
in vitro.

Key words: PLGA nanoparticles, biocompatibility, hemocompatibility, cytotoxicity, internalization

Введение
Важными задачами современной фармакологии 

являются разработка систем направленной доставки 
противоопухолевых лекарственных веществ (ЛВ) 
и снижение системной токсичности в терапии зло-
качественных новообразований. В настоящее время 
на рынке существует более 40 препаратов на основе 
коллоидных систем доставки, одобренных системой 
контроля качества пищевых продуктов и лекарствен-
ных средств США (FDA), и сотни нанотехнологиче-
ских препаратов находятся на стадии разработки. 
В состав противоопухолевых наносомальных препа-
ратов (наночастиц (НЧ), липосом) вводят как цито-
токсические ЛВ, так и малые интерфирирующие РНК 
(siРНК) и лизаты опухолевых клеток [1–4]. Одним 
из наиболее перспективных направлений в этой об-
ласти является использование НЧ на основе сополи-
мера молочной и гликолевой кислот (PLGA) [5–17]. 
Благодаря способности разлагаться в живом организ-
ме без образования токсичных продуктов полилак-
тиды широко применяются в хирургии, ортопедии 
и стоматологии, а также в качестве полимеров-носи-
телей для инъекционных лекарственных форм дли-
тельного действия (депо-форм), представляющих 
собой микросферы размером 50–150 мкм с включен-
ным в них ЛВ [5–7].

Помимо биосовместимости, к полилактидам как 
к материалам, предназначенным для контакта с кро-
вью, предъявляется еще и требование гемосовмести-
мости, что подразумевает отсутствие отрицательного 
воздействия на кровь или ее компоненты. Гемосо-
вместимый материал не должен провоцировать об-
разование тромбов и тромбоэмболии, активировать 
свертывающую, фибринолитическую системы и си-
стему комплемента, оказывать отрицательное дей-
ствие на белковые и форменные элементы крови, 
нарушать электролитный баланс крови [18].

В то же время гемосовместимость наночастиц 
PLA / PLGA изучена недостаточно, данные часто про-
тиворечивы, что объясняется разнообразием свойств 
полилактидов и других ингредиентов, применяемых 
для получения НЧ [19, 20]. Так, в работах C. Forna-
guera и соавт., S. Rahimian и соавт., N. Desai показано, 
что особенности взаимодействия НЧ с биологической 

средой зависят от их физико-химических параметров, 
таких как гидрофобность, поверхностный заряд и раз-
мер [19, 21–23].

На этапе доклинических исследований важно 
оценить возможное токсическое действие НЧ на ком-
поненты крови. Противоопухолевая активность НЧ, 
нагруженных цитостатическим ЛВ, зависит от спо-
собности НЧ захватываться клетками и высвобождать 
ЛВ в активной форме. Поэтому важно изучить цито-
токсичность разрабатываемых НЧ в отношении опу-
холевых клеток и сравнить эффект со свободным ЛВ 
и плацебо-НЧ.

Необходимо отметить, что при переносе техно-
логии получения наносомальной формы с лабора-
торного уровня на стадию клинических исследований 
часто лимитирующим фактором является отсутствие 
первичных систематических исследований по взаи-
модействию НЧ с биологическими компонентами, 
изучению биосовместимости и цитотоксичности НЧ.

Как показали проведенные ранее исследования, 
модификация поверхности НЧ PLGA полоксамером 
188 позволяет им преодолевать гематоэнцефаличе-
ский барьер и проникать в мозг.

Наноразмерная форма доксорубицина на основе 
модифицированных НЧ (Dox-PLGA НЧ) проявила 
высокую противоопухолевую активность в отноше-
нии экспериментальной интракраниальной опухоли 
и весьма перспективна для клинического использо-
вания [24, 25]. В связи с этим помимо влияния 
на свертывающую систему крови, выявления возмож-
ных тромбогенных свойств и оценки гемолитической 
активности важно оценить цитотоксические свойства 
Dox-PLGA НЧ и их захват потенциальными клетка-
ми-мишенями (клетки глиомы человека U87MG).

Цель исследования – оценка цитотоксичности 
и гемосовместимости PLGA НЧ, Dox-PLGA НЧ, из-
учение кинетики захвата НЧ клетками глиобластомы 
человека.

Материалы и методы
Получение dox-PlGa нч. Для получения НЧ 

использовали PLGA марки Resomer® 502H с соотно-
шением мономеров молочной и гликолевой кислот 
50 : 50 (ММ 7–17 кДa, Evonik Röhm GmbH, Германия). 
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НЧ получали методом двойных эмульсий (в / м / в). 
Доксорубицин (25 мг, Teva, Sicor, Италия) растворяли 
в 0,001 н. соляной кислоте (4 мл) и смешивали с рас-
твором PLGA (250 мг) в дихлорметане (6 мл). Смесь 
гомогенизировали с помощью диспергатора Ultra-
Turrax T18 Basic (IKA, Германия) при 23 600 об / мин 
в течение 3 мин. Полученную первичную эмульсию 
(в / м) добавляли к 1 % раствору поливинилового 
спирта (9–10 кДа, Sigma, Германия) в фосфатном 
буфере (PBS, pH 7,4) и гомогенизировали сначала 
с помощью Ultra-Turrax T18, а затем с помощью го-
могенизатора высокого давления (Panda Plus 2000, 
Италия) при 1000 бар. Органический растворитель 
удаляли под вакуумом; полученную суспензию лио-
фильно высушивали (Alpha 2–4 LSC, Martin Christ 
GmbH, Германия). В качестве криопротектора ис-
пользовали маннит. Для получения PLGA-плацебо 
НЧ использовали аналогичную методику; при этом 
органическую фазу (раствор PLGA в дихлорметане) 
непосредственно добавляли к 1 % водному раствору 
поливинилового спирта. Для модификации поверх-
ности НЧ полоксамером 188 (Р188, BASF, Германия) 
непосредственно перед экспериментами лиофили-
зованные НЧ ресуспендировали в 1 % растворе по-
локсамера и инкубировали в течение 30 мин.

Получение флуоресцентно-меченных нч. Для ви-
зуализации in vitro использовали PLGA НЧ, меченные 
флуоресцентными красителями DiI и Cy5.5 (PL-
GA-Cy5.5 и PLGA-DiI НЧ соответственно). Для по-
лучения PLGA-Cy5.5 НЧ использовали конъюгат 
PLGA c цианиновым флуоресцентным красителем 
Сy5.5 (Cyanine5.5 amine, Lumiprobe, Германия). Со-
отношение краситель : полимер = 1 : 600 (в / в). Кра-
ситель конъюгировали с концевыми карбоксильными 
группами PLGA, активированными 1-этил-3-(3-ди-
метиламинопропил)карбодиимидом (Sigma, США). 
Для получения PLGA-DiI НЧ липофильный флуо-
ресцентный краситель DiI (Sigma Life Science, США) 
вводили в состав органической фазы на стадии полу-
чения первичной эмульсии. Соотношение краситель : 
полимер = 1 : 750 (в / в). Свободный DiI отделяли 
от НЧ с помощью гельфильтрационной хроматогра-
фии на колонке с Sephadex G-25.

Определение физико-химических параметров 
наночастиц
Размеры НЧ (средний гидродинамический ради-

ус), индекс полидисперсности (PDI) и ζ-потенциалы 
определяли с помощью Zetasizer Nano ZS (Malvern 
Instruments, Malvern, UK). Общее содержание доксо-
рубицина и флуоресцентных красителей Су5.5 и DiI 
определяли спектрофотометрически после растворе-
ния НЧ в диметилсульфоксиде при длинах волн 480, 
650 и 555 нм соответственно. Концентрацию свобод-
ного доксорубицина и флуоресцентных красителей 

в суспензии НЧ определяли спектрофотометрически 
в супернатантах, полученных после отделения НЧ 
ультрацентрифугированием (фильтры Microcon 30 kDa, 
Millipore, США; центрифуга Eppendorf Centrifuge 
5415 R, Германия). Степень включения доксоруби-
цина в НЧ рассчитывали как отношение (%) свобод-
ного доксорубицина к его общему содержанию в об-
разце.

Исследование кинетики высвобождения 
доксорубицина из наночастиц
Скорость высвобождения доксорубицина из НЧ 

изучали в фосфатном буфере (PBS) при pH 7,4 и 4,5. 
НЧ ресуспендировали в PBS и помещали в шей-
кер-инкубатор (200 об / мин, 37 °С). Пробы отбирали 
через 0, 1, 2, 3, 4, 6 и 24 ч, НЧ отделяли центрифуги-
рованием (48300 g, 30 мин). Концентрацию доксору-
бицина в супернатантах определяли спектрофото-
метрически (λ

max
 = 480 нм). Для каждого образца 

проводили по 3 параллельных измерения.

Клеточные линии
В исследовании использовали культуры клеток 

глиобластомы человека (U87MG), гепатокарциномы 
человека (HepG2) и иммортализованные клетки по-
чечного эпителия свиньи (LLC-PK). Культуры клеток 
получены из Американского банка клеточных культур 
(ATCC, США). Клетки культивировали на ростовой 
среде (DMEM, Gibco) с добавлением смеси антибио-
тиков (100 Ед / мл пенициллина, 100 мкг / мл стрепто-
мицина, Gibco, США), GlutaMAX (2 мМ, Gibco, 
США) и 10 % эмбриональной телячьей сыворотки 
(Biowest, США) в стандартных условиях при темпе-
ратуре 37 °C во влажной атмосфере с 5 % CO

2
.

Оценка цитотоксического действия наночастиц
Цитотоксическое действие Dox-PLGA НЧ оце-

нивали на клеточных линиях U87MG, HepG2 и LLC-
PK с помощью колориметрического MTS-теста. Для 
сравнения использовали ненагруженные НЧ (PLGA- 
плацебо НЧ) и свободный доксорубицин. МТS-тест 
выполняли согласно стандартному протоколу с мо-
дификациями (Protocol TB245, Promega). В работе 
использовали CellTiter 96 AQ

ueous
 One Solution Reagent 

(PROMEGA, США). Клетки высаживали в 96-лу-
ночные культуральные планшеты (по 4 тыс. клеток 
в 100 мкл ростовой среды (DMEM c добавлением 
10 % телячьей эмбриональной сыворотки). В части 
лунок ростовую среду заменяли на питательную среду 
с образцами Dox-PLGA, PLGA-плацебо НЧ и доксо-
рубицин в диапазоне концентраций 1–500 мкг / мл 
НЧ, что соответствует 0,004–67 мкг / мл в пересчете 
на доксорубицин. Через 24 ч культивирования опре-
деляли количество жизнеспособных клеток с по-
мощью MTS-теста.
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Определение гемосовместимости
Образцы крови получали минимум от 3 доноров, 

не принимавших в течение 2 нед лекарственных 
средств, способных повлиять на результаты экспери-
мента. Для исследования протромбинового времени 
(ПВ) и реакции активации тромбоцитов кровь отби-
рали в пробирки с цитратом натрия, для тестирования 
гемолитической активности – в пробирки с литий-ге-
парином.

Для определения ПВ использовали бедную тром-
боцитами плазму крови, полученную центрифугиро-
ванием крови при 3000 об / мин (1500 g). Исследуемую 
плазму инкубировали в течение 30 мин с НЧ (PLGA- 
плацебо и Dox-PLGA) в концентрациях 1, 10, 100 мкг / мл. 
Для того чтобы исключить влияние времени инкуба-
ции на величину ПВ, использовали 2 контроля: ПВ 
определяли для плазмы крови непосредственно после 
центрифугирования и через 30 мин (время инкубации 
плазмы крови с НЧ).

Для определения активации тромбоцитов исполь-
зовали плазму, обогащенную тромбоцитами (Plate-
let-reach plasma, PRP). Кровь в пробирке с этиленди-
аминтетрауксусной кислотой центрифугировали 
(1000 об / мин, 10 мин), затем отбирали белый ободок 
на границе форменных элементов и плазмы. Плазму 
(PRP) разбавляли в 20 раз PBS и инкубировали 
в СО

2
-инкубаторе в течение 1 ч с Dox-PLGA и PLGA- 

плацебо НЧ в концентрациях 0,1; 1,0; 10; 100 мкг / мл. 
В качестве положительного контроля плазму инку-
бировали с индуктором агрегации тромбоцитов аде-
нозиндифосфатом (10 мкг / мл, 1 : 125); в качестве 
отрицательного контроля использовали PRP. Образ-
цы фиксировали 1 % параформальдегидом и инку-
бировали с моноклональными антителами CD34, 
конъюгированными с FITC (Сорбент, Россия), и ан-
тителами к P-селектину (CD62P), конъюгированными 
с PE (BioLegend, США), в течение 15 мин при ком-
натной температуре. Образцы анализировали на про-
точном цитофлуориметре MoFlo XDP (Beckman 
Coulter, США). CD34 использовали для выделения 
популяции тромбоцитов, а CD62P (P-selectin) – 
для идентификации активированных тромбоцитов. 
Уровень активации тромбоцитов определяли как до-
лю CD62P-положительных тромбоцитов (%).

Для оценки гемолитической активности НЧ ис-
пользовали фотометрический тест, основанный на де-
текции окисленных форм гемоглобина. Цельную 
кровь разбавляли в 25 раз PBS и центрифугировали 
при 800 g (15 мин); супернатант отбирали и исполь-
зовали для определения свободного гемоглобина 
плазмы. Образцы крови инкубировали с PLGA-плаце-
бо и Dox-PLGA НЧ в концентрации 1, 10, 100 мкг / мл 
в течение 3 ч при 37 °C. Для определения общего 
 гемоглобина (tHb) в отдельный образец крови добав-
ляли 1 % Triton X-100, вызывающий гемолиз (поло-

жительный контроль). После инкубации неповреж-
ден ные эритроциты отделяли центрифугированием. 
Супернатанты переносили в 96-луночные планшеты. 
Для индукции образования гемихромов в экспери-
ментальные образцы добавляли додецилсульфат на-
трия. Количество гемоглобина в образце определяли, 
оценивая оптическую плотность раствора при 540 нм. 
Процент гемолиза рассчитывали как отношение оп-
тической плотности образца к оптической плотности 
контроля.

Изучение интернализации наночастиц методом 
проточной цитометрии
Клетки U87MG высаживали в 48-луночные куль-

туральные планшеты. Dox-PLGA НЧ, меченные DiI 
или Су5.5, ресуспендировали в 1 % растворе полок-
самера, инкубировали в течение 30 мин, затем пере-
носили в культуральную среду (DMEM), содержащую 
10 % эмбриональной телячьей сыворотки, и вносили 
в лунки культурального планшета в концентрации 
40 мкг / мл. Клетки инкубировали с НЧ в течение 5, 15, 
30, 60, 120, 240 и 300 мин. После инкубации среду 
удаляли. Клетки промывали PBS для удаления НЧ, 
связанных с мембраной клетки, затем снимали с под-
ложки с помощью раствора трипсина и этилендиа-
минтетрауксусной кислоты 0,25 %, центрифугировали 
(1000 об / мин, 5 мин) и ресуспендировали в питатель-
ной среде до конечной концентрации 5 × 105 кле-
ток / мл. Флуоресценцию клеток анализировали с по-
мощью проточной цитофлуориметрии на клеточном 
сортере MoFlo XDP (Beckman Coulter, США). Обра-
ботку данных проводили с помощью программного 
обеспечения Summit V5.2.0.7477. Эффективность 
интернализации оценивали как процент клеток, 
интернализовавших НЧ. Для возбуждения флуорес-
ценции DiI применяли лазер с длиной волны 561 нм; 
эмисионные светофильтры: 580 / 23 нм (FL12-Dil) 
и 625 / 26 нм (FL13-Dil). Для возбуждения флуорес-
ценции Су5.5 использовали лазер 488 нм, эмиссионные 
светофильтры: 670 / 30 нм (FL4-PE-Cy5) и 725 / 40 нм 
(FL5-PE-Cy5).

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку результатов проводи-

ли с использованием t-критерия Стьюдента (Microsoft 
Excel 2010) и программы GraphPad Prism 6. Исполь-
зуемый статистический уровень значимости ‒ p <0,05.

Результаты и обсуждение
Все полученные НЧ имели диаметр <200 нм, уз-

кое распределение по размерам (PDI <0,2) и отрица-
тельный ξ-потенциал поверхности (табл. 1). Для ви-
зуализации НЧ в экспериментах in vitro PLGA 
предварительно конъюгировали с индоцианиновым 
флуоресцентным красителем Су5.5. Образование 
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конъюгата подтверждали методом гельпроникающей 
хроматографии. Максимумы поглощения и флуорес-
ценции Су5.5 лежат в дальней красной области, по-
этому введение этой флуоресцентной метки позволи-
ло дифференцировать меченые НЧ (Су5.5λ

ex
 / λ

em
 = 

690 / 712 нм) и доксорубицин (λ
ex

 / λ
em

 = 480 / 570 нм).

Исследование кинетики высвобождения 
доксорубицина из наночастиц
Влияние pH среды на скорость высвобождения 

доксорубицина из НЧ изучали в фосфатном буфере 
при 2 значениях рН: 4,5 и 7,4. Данные значения pH 
были выбраны для моделирования профиля высво-
бождения доксорубицина из НЧ в экстрацеллюляр-
ном матриксе со значением рН, близким к 7,4, и ор-
ганеллах клетки, внутри которых поддерживается 
кислая реакция среды (поздние эндосомы и лизосо-
мы, рН 4,0–5,5) [26–28]. На рис. 1 видно, что кине-
тика высвобождения доксорубицина из НЧ имеет 
двухфазный профиль. Высокая скорость высвобо-
ждения доксорубицина в I фазе эксперимента (так 
называемый burst release) характерна для полимерных 
наносомальных форм и обусловлена диффузией ЛВ 
с поверхности НЧ [5]. В течение первых 2 ч высвобо-
ждается примерно 30 % доксорубицина. В дальней-
шем наблюдается медленное контролируемое высво-
бождение: так, в течение 24 ч высвобождается 
60–70 % доксорубицина. В кислой среде скорость его 
высвобождения выше: при pH 7,4 за 6 ч высвобожда-
ется около 40 % доксорубицина, в то время как при 
pH 4,5 высвобождается 70 % доксорубицина. Высокая 
скорость высвобождения доксорубицина при кислых 
значениях pH коррелирует с данными, полученными 
другими авторами [29].

Оценка цитотоксического действия наночастиц
Цитотоксический эффект PLGA-плацебо НЧ 

оценивали на клеточных линиях HepG2, LLC-PK 
и U87MG. Культуры клеток LLC-PK и HepG2 часто 
используют как in vitro модели для оценки нефро-
токсического и гепатотоксического действия лекар-

ственных средств [30, 31]. Цитотоксический эффект 
Dox-PLGA НЧ в отношении опухолевых клеток оце-
нивали на культурах клеток U87MG и HepG2. 
U87MG – хорошо изученная и часто используемая 
клеточная линия глиобластомы человека IV степени 
злокачественности. Показано, что данные клетки 
характеризуются средней чувствительностью к док-
сорубицину по сравнению с другими клеточными 
линиями глиобластомы [32, 33]. Результаты MTS-
теста после 24 ч инкубации подтвердили отсутствие 
цитотоксического действия PLGA-плацебо НЧ в ис-
следуемом диапазоне концентраций (рис. 2). При ин-
кубации клеток U87MG и HepG2 как с субстанцией, 
так и с наносомальной формой доксорубицина на-
блюдалось достоверное снижение жизнеспособности 
клеток во всем дипазоне концентраций (рис. 3, 4). 
При этом цитотоксический эффект доксорубицина, 
вы свободившегося из НЧ, был сравним с действием 
субстанции доксорубицина.

Определение гемосовместимости
оценка влияния нч на свертывающую систему 

крови. Характер и особенность взаимодействия НЧ 

таблица 1. Физико-химические характеристики наночастиц (среднее значение ± SD; n = 3)

Tabl. 1. Physicochemical parameters of nanoparticles (mean value ± SD; n = 3)

образец 
наночастиц 

Nanoparticles sample

концентрация активного вещества / 
флуоресцентного красителя, мкг / мл 

Concentration of active substance / fluorescent 
dye, μg / ml

Средний
размер, нм 

Mean size, nm

индекс 
полидисперсности 
Polydispersity index

ξ-потенциал, мв 
ξ-potential, mV

Dox-PLGA Dox: 70,5 120 ± 1 0,104 ± 0,011 –11,6 ± 0,8

Dox-PLGA-Cy5.5 Dox: 67
Cy5: ~1,5 114 ± 1 0,196 ± 0,008 –14,9 ± 0,2

PLGA-DiI DiI: 1,56 143 ± 2 0,138 ± 0,011 –30,8 ± 1,3
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рис. 1. Кинетика высвобождения доксорубицина из PLGA наноча-
стиц, нагруженных доксорубицином, в PBS при pH 4,5 и 7,4 (25-крат-
ное разведение; среднее значение ± SD; n = 3; p = 0,95)

Fig. 1. Kinetics of doxorubicin release from Dox-PLGA nanoparticles 
(release medium PBS pH 4.5 and 7.4; 25-fold dilution; mean value ± SD; 
n = 3; p = 0.95)
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с компонентами крови определяется их составом 
и физико-химическими параметрами (размером, за-
рядом, формой, поверхностной модификацией) [26, 
34–37]. В настоящем исследовании тромбогенные 
свойства НЧ оценивали по их влиянию на уровень 
активации тромбоцитов и время свертывания крови 
после ее инкубации с НЧ.

определение Пв. Для оценки возможного влия-
ния наносомальной формы доксорубицина на время 
коагуляции плазмы крови человека использовали 
стандартный тест определения ПВ.

Как видно из табл. 2, НЧ в исследуемом диапазо-
не концентраций не оказывают влияния на время 
коагуляции плазмы. Показатель ПВ находится в пре-
делах стандартных значений и статистически не от-
личается от значения для контрольных образцов. 
В норме показатель ПВ составляет 11–15 с (100 % 
активность всех факторов протромбинового комплек-

са), при этом физиологически значимый показатель 
имеет увеличение ПВ в 2 раза по сравнению с кон-
трольной плазмой [26]. Полученные данные совпа-
дают с большинством исследований, подтвержда-
ющих безопасность PLGA НЧ [6, 19, 35, 38].

таблица 2. Время коагуляции плазмы крови (протромбиновое время) 
после инкубации с наночастицами. Контроли 1 и 2 – время коагу-
ляции плазмы крови сразу и через 30 мин после забора (среднее 
значение ± SD; n = 3)

Table 2. Prothrombin time after plasma incubation with nanoparticles. 
Controls 1 and 2 – PT of blood samples immediately and 30 min after 
withdrawal, respectively (mean value ± SD; n = 3)

образец 
Sample

концентрация 
 наночастиц, мкг / мл 

Nanoparticles 
concentration, μg / ml

Протромбиновое 
время, с 

Protrombin time, sec

Контроль 1 
Control 1

 – 14,85

Контроль 2 
Control 2

 – 14,95

PLGA-пла-
цебо 
PLGA-Placebo

1 14,15

10 14,55

100 14,90

PLGA-доксо-
рубицин 
PLGA-Dox

1 14,65

10 14,20

100 15,20

определение активации тромбоцитов. Определение 
активации тромбоцитов после контакта плазмы кро-
ви с НЧ является еще одним параметром оценки 

рис. 2. Анализ жизнеспособности клеток U87MG, HepG2 и LLC-PC 
после 24 ч инкубации с PLGA-плацебо наночастиц (MTS-тест; сред-
нее значение ± SD; n = 3)

Fig. 2. Viability of U87MG, и LLC-PC cells after 24 h of incubation with 
PLGA-Placebo NPs (MTS assay; mean ± SD; n = 3)

рис. 3. Анализ жизнеспособности клеток U87MG после 24 ч инкуба-
ции с PLGA наночастиц, нагруженных доксорубицином, и свободным 
доксорубицином. Концентрация в пересчете на доксорубицин (среднее 
значение ± SD; n = 4); *p <0,05; **p <0,01

Fig. 3. Cell viability assay (MTS-assay) for U87MG cells after 24 h of in-
cubation with different concentrations of Dox-PLGA NPs and doxorubicin 
in solution (mean ± SD; n = 4); *p <0.05; **p <0.01. Concentrations are 
indicated corresponding to free doxorubicin

рис. 4. Анализ жизнеспособности клеток HepG2 после 24 ч инкубации 
с PLGA наночастиц, нагруженных доксорубицином, и свободным док-
сорубицином (среднее значение ± SD; n = 3); *p <0,05; **p <0,01. 
Концентрация в пересчете на доксорубицин

Fig. 4. Cell viability assay (MTS-assay) for HepG2 cells after 24 h of incu-
bation with Dox-PLGA NPs and doxorubicin in solution (mean ± SD; n = 3); 
*p <0.05; **p <0.01. Concentrations are indicated corresponding to free 
doxorubicin
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гемосовместимости НЧ [35]. Тромбоциты представ-
ляют собой клеточные компоненты коагуляционной 
системы, их активация является важнейшим факто-
ром в запуске и регуляции гемостаза [39, 40].

В табл. 3 показана доля (%) активированных тром-
боцитов для PLGA-плацебо НЧ и Dox-PLGA НЧ. 
Добавление индуктора активации тромбоцитов (аде-
нозиндифосфат) значительно увеличило экспрессию 
P-селектина – основного компонента, обеспечи-
вающего агрегацию [41, 42], и, соответственно, ак-
тивацию тромбоцитов (положительный контроль). 
Количество клеток, экспрессирующих P-селектин 
в отсутствие активации, составило не более 10 %, в то 
время как в положительном контроле данный пока-
затель составлял 65–70 %, что подтверждает избира-
тельную экспрессию Р-селектина только активиро-
ванными тромбоцитами. Dox-PLGA НЧ в диапазоне 
концентраций 1–10 мкг / мл не оказывали значитель-

ного влияния на уровень экспрессии P-селектина 
относительно отрицательного контроля (PRP). При 
концентрации НЧ 100 мкг / мл наблюдалась незначи-
тельная активация тромбоцитов (~7 % относительно 
контроля). Интересно, что такая же тенденция отме-
чалась и для пустых PLGA-плацебо НЧ. Полученные 
результаты коррелируют с данными других авторов, 
изучавших биосовместимость полилактидных нано-
частиц [19, 39, 41].

оценка гемолиза. Тест определения гемолиза – это 
один из наиболее часто применяемых тестов для 
определения биосовместимости внутривенно введен-
ных материалов с компонентами крови, характери-
зующийся наибольшей корреляцией с результатами 
экспериментов in vivo [40]. Параметром, определяю-
щим гемолитическую активность НЧ, является 
их способность взаимодействовать с мембраной эри-
троцитов, изменять ее проницаемость и вызывать 
гемолиз. Повреждение мембраны эритроцитов может 
спровоцировать тяжелые физиологические послед-
ствия, такие как гемолитическая анемия, кроме того, 
высвободившийся гемоглобин является токсическим 
соединением для крови [43].

Из данных, представленных в табл. 4, видно, что 
пустые PLGA-плацебо НЧ не оказывали гемолити-
ческого воздействия после инкубации с образцами 
крови в течение 3 ч во всем диапазоне концентраций. 
Незначительное цитотоксическое воздействие Dox- 
PLGA НЧ на эритроциты было отмечено лишь для 
максимальной исследованной концентрации 100 мкг / мл, 
превышающей прогнозируемые концентрации при 
клиническом применении препарата. Полученные 
данные подтверждают результаты C. Fornaguera и со-
авт., показавших гемосовместимость PLGA НЧ раз-
личного состава [19].

таблица 4. Процент гемолиза после инкубации крови с PLGA нано-
частиц, обогащенных доксорубицином, и PLGA-плацебо наночастиц 
в различных концентрациях

Table 4. Percentage of hemolysis after incubation of blood samples with 
Dox-PLGA NP and PLGA-placebo NP in different concentration

образец 
Sample

концентрация нч, 
мкг / мл 

Nanoparticles concentration, 
μg / ml

Гемолиз, % 
hemolysis, %

PLGA-плацебо 
PLGA-Placebo

1 0,17

10 0,41

100 0,98

Доксоруби-
цин-PLGA 
Dox-PLGA

1 0,55

10 1,25

100 6,98

таблица 3. Уровень активации тромбоцитов (уровень экспрессии 
P-селектина) после инкубации плазмы крови, обогащенной тромбо-
цитами (PRP) с PLGA наночастиц, обогащенных доксорубицином, 
и PLGA-плацебо наночастиц. В качестве отрицательного контроля 
использовали PRP; в качестве положительного контроля использо-
вали PRP + аденозиндифосфат (среднее значение ± SD; n = 3)

Table 3. Level of platelet activation (P-selectin expression) after platelet-rich 
plasma incubation with Dox-PLGA and PLGA-Placebo nanoparticles. 
Platelet-rich plasma was used as negative control; Platelet-rich plasma + 
ADP was used as positive control (mean value ± SD; n = 3)

образец 
Sample

концентрация на-
ночастиц, мкг / мл 

Nanoparticles 
concentration, μg / ml

Уровень экспрессии 
р-селектина,  % 
level of P-selectine 

expression,  %

Отрицатель-
ный контроль 
(PRP) 
Negative control 
(PRP) 

 – 8,90

Положитель-
ный контроль 
(PRP + ADP) 
Positive control 
(PRP + ADP) 

 – 65,83

PLGA-плацебо 
PLGA-Placebo

0,1 11,32

1 4,23

10 8,24

100 12,75

Доксоруби-
цин-PLGA 
Dox-PLGA

0,1 8,80

1 5,60

10 11,91

100 14,81

Примечание . PRP – плазма, обогащенная тромбоцитами. 
Note . PRP – platelet-reach plasma.
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Изучение интернализации наночастиц
Было выявлено, что Dox-PLGA-Cy5.5 и PLGA-DiI 

НЧ активно захватываются клетками глиобластомы 
U87MG, при этом PLGA-Cy5.5 НЧ, нагруженные 
доксорубицином (Dox-PLGA-Cy5.5), более эффек-
тивно интернализуются клетками по сравнению 
с PLGA НЧ, меченными DiI. Так, через 1 ч инкубации 
было обнаружено 50 % PLGA-DiI-положительных 
клеток, тогда как при инкубации клеток с Dox-PLGA-
Cy5.5 НЧ в той же концентрации количество Cy5.5-по-
ложительных клеток достигало 90 %. То есть PLGA-DiI 
НЧ с большим отрицательным зарядом (–30,8 мВ) 
менее эффективно захватываются клетками, чем бо-
лее нейтральные Dox-PLGA-Cy5.5 НЧ (–14,9 мВ), 
в которых доксорубицин частично компенсирует от-
рицательный заряд полимера. Действительно, соглас-
но данным литературы положительно заряженные 
частицы более эффективно связываются с отрица-
тельно заряженной клеточной мембраной [27, 44, 45]. 
В свою очередь, интенсивность флуоресценции и кон-
центрация Cy5.5 / DiI-положительных клеток увели-
чивалась со временем (рис. 5).

Заключение
В настоящей работе продемонстрировано отсут-

ствие цитотоксического действия PLGA-плацебо НЧ 
на клеточные линии LLC-PK и HEPG2. При инку-
бации клеток глиобластомы человека U87MG и ге-
патоцеллюлярной карциномы HepG2 как с субстан-
цией, так и с наносомальной формой доксорубицина, 
наблюдалось достоверное снижение жизнеспособ-
ности клеток; при этом цитотоксический эффект 

доксорубицина, высвободившегося из НЧ, был сравним 
с действием субстанции доксорубицина. Результаты 
проточной цитометрии показали, что наносомальная 
форма доксорубицина активно захватывается клетками 
глиобластомы человека.

Исследования гемосовместимости подтвердили 
безопасность применения Dox-PLGA НЧ: НЧ не ока-
зывали влияния на свертывающую систему крови 
(не изменяли время свертывания плазмы крови, 
не индуцировали активацию тромбоцитов) и не ока-
зывали цитотоксического воздействия на эритроциты.

рис. 5. Относительное содержание Cy5.5 и DiI-положительных клеток 
U87MG (%) в зависимости от времени их инкубации с наночастица-
ми; концентрация наноччастиц – 40 мкг / мл (среднее значение ± SD; 
n = 3)

Fig. 5. Percentage of Cy5.5 and DiI-positive U87MG (%) cells depending on cell 
incubation time with NP; NP concentration 40 mcg / ml (mean ± SD; n = 3)
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воЗраСтные оСоБенноСти СиСтемноГо 
ПротивооПУХолевоГо иммУнноГо ответа 

У БолЬныХ Первично-оПераБелЬным раком 
молочной ЖелеЗы и раком СлиЗиСтой оБолочки 

ПолоСти рта
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Введение . Возраст – это важный клинико-патологический фактор у онкологических пациентов. Злокачественные опухоли 
чаще развиваются у лиц старшего возраста, но заболевание у них протекает менее агрессивно, чем у молодых пациентов. 
По мнению различных авторов, влияние возраста на развитие опухолей в значительной степени обусловлено возрастными 
особенностями иммунной системы.
Цель исследования – определение взаимосвязи показателей системного противоопухолевого иммунного ответа и возраста 
больных первично-операбельным раком молочной железы (ПО РМЖ) и раком слизистой оболочки полости рта (РСОПР).
Материалы и методы . В исследование были включены больные со всеми подтипами ПО РМЖ (n = 145) и больные РСОПР 
(n = 29). Проводилось иммунофенотипирование лимфоцитов периферической крови с использованием широкой панели моно-
клональных антител к маркерам клеток адаптивного и врожденного иммунитета.
Результаты . У больных ПО РМЖ 40 лет и старше до лечения процент активированных СD25+-лимфоцитов, СD4+CD25+- 
и CD3+CD4+-Т-клеток, NKT-клеток, активированных HLA-DR+-лимфоцитов, включая активированные CD3+HLA-DR+-Т-
клетки, был статистически значимо выше, чем у больных моложе 40 лет. У пациенток этой группы наблюдалось повышение 
по сравнению с контрольной группой процента цитотоксических Т-лимфоцитов CD8+CD11b+CD28 – , снижение числа «наив-
ных» лимфоцитов (CD4 – CD62L+ и CD8+CD11b – CD28+), а также тенденция к снижению CD4+CD25+CD127 – -Т

рег
 на фоне 

увеличения числа CD4+CD25+-Т-клеток. У больных РСОПР выявлены увеличение с возрастом количества клеток некоторых 
популяций эффекторного звена иммунитета и снижение числа лимфоцитов-супрессоров.
Заключение . Полученные результаты позволяют предположить, что возрастные различия в состоянии системного проти-
воопухолевого иммунного ответа вносят свой вклад в более благоприятное течение РМЖ и некоторых других злокачествен-
ных новообразований у лиц старшего возраста. Очевидно, что особенности возрастных различий в иммунном ответе на опу-
холь необходимо учитывать при назначении системной терапии, включая иммунотерапию.

Ключевые слова: первично-операбельный рак молочной железы, рак слизистой оболочки полости рта, возраст, субпопуляци-
онный состав лимфоцитов периферической крови
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Introduction . Age is considered as an important clinical and pathological factor in cancer patients. Malignant tumors are more likely to 
develop in older people, but the disease is less aggressive than in young patients. According to various authors, the influence of age on the 
development of tumors largely depends on the age-related features of the immune system.
The aim of the present study was to determine the relationship of indicators of systemic antitumor immune response with the age of patients 
with primary operable breast cancer and cancer of the oral mucosa.
Materials and methods . The study included patients with all subtypes of primary-operable breast cancer (n = 145) and patients with 
cancer of the oral mucosa (n = 29). Immunophenotyping of peripheral blood lymphocytes was performed using a wide panel of monoclo-
nal antibodies to markers of adaptive and innate immunity cells.
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Results . In elder patients (40 years and older) with primary-operable breast cancer, the percentage of activated CD25+ lymphocytes and 
CD4+CD25+ and CD3+CD4+ T cells, NKT cells, activated HLA-DR+ lymphocytes, including activated CD3+HLA-DR+ T cells before 
treatment, was statistically significantly higher than in patients younger than 40 years. Patients of this group showed increase of CD8+CD-
11b+CD28– CTLs and a decrease in the number of naive lymphocytes (CD4 – CD62L+ and CD8+CD11b – CD28+) in comparison with 
control percentage, and the downward trend in CD4+CD25+CD127– T

reg
, with increased numbers of CD4+CD25+ T cells. In patients with 

cancer of the oral mucosa, an increase in the number of cells of some populations of the immune effector link and a decrease in the num-
ber of suppressor lymphocytes were revealed with age.
Conclusion . The results suggest that age-related differences in the state of systemic antitumor immune response contribute to a more fa-
vorable course of breast cancer and some other malignancies in older persons. It is obvious that the features of age differences in the 
immune response to the tumor should be taken into account when prescribing systemic therapy, including immunotherapy.

Key words: primary operable breast cancer, cancer of the oral mucosa, age, subpopulation of peripheral blood lymphocytes

Введение
Возраст человека влияет на частоту возникнове-

ния злокачественных опухолей, а также на характер 
течения заболевания и переносимость системной 
противоопухолевой терапии, поэтому рассматрива-
ется как важный клинико-патологический фактор 
у онкологических больных. Известно, что с увеличе-
нием возраста растет частота заболеваний. Так, рак 
молочной железы (РМЖ) у женщин старше 40 лет 
возникает гораздо чаще, чем у более молодых [1]. 
Раком полости рта, по данным многоцентрового ис-
следования, также чаще всего болеют люди в возрас-
те 50–80 лет (81,26 %), хотя нередко опухоли возни-
кают и у тех, кто моложе [2]. В то же время у лиц 
старшего возраста отмечается менее агрессивное 
течение опухолевого процесса, чем у молодых паци-
ентов. По мнению многих авторов, влияние возраста 
на развитие опухолей в значительной степени зависит 
от возрастных особенностей иммунной системы – 
одного из важнейших факторов, контролирующих 
опухолевый рост и влияющих на клиническую эф-
фективность различных видов противоопухолевой 
терапии [3–7]. Иммунная система реагирует на опу-
холевый рост как на локальном, так и на системном 
уровне, и циркулирующие иммунные клетки наряду 
с лимфоцитами, инфильтрирующими опухоль, имеют 
прогностическое значение [8, 9]. Безусловно, опухо-
левый рост модулирует иммунный ответ на чужерод-
ные и аутоантигены, это касается как врожденного, 
так и адаптивного иммунитета. Однако возрастные 
различия иммунного ответа, по-видимому, сохраня-
ются. В настоящее время взаимосвязь между исход-
ным состоянием (до лечения) системного иммуни-
тета и возрастом пациентов при РМЖ и раке 
слизистой оболочки полости рта (РСОПР) остается 
недостаточно изученной. По этой причине изучение 
субпопуляционного состава периферической крови (ПК) 
у больных первично-операбельным РМЖ (ПО РМЖ) 
и РСОПР разных возрастных групп до лечения явля-
ется актуальным, а полученные результаты могут 
послужить основой для дифференцированного под-
хода к назначению системного противоопухолевого 

лечения с учетом различий в иммунном ответе на опу-
холь у больных разного возраста.

Цель исследования – определение взаимосвязи 
показателей системного иммунного ответа на опухо-
левый рост и возраста больных ПО РМЖ и РСОПР.

Задачи исследования – проведение сравнитель-
ного исследования субпопуляционного состава лим-
фоцитов ПК больных ПО РМЖ и здоровых доноров 
2 возрастных групп (моложе 40 лет и 40 лет и старше); 
определение характера взаимосвязи субпопуляцион-
ного состава лимфоцитов ПК с возрастом у больных 
РСОПР.

Материалы и методы
В исследование были включены больные со все-

ми подтипами ПО РМЖ (n = 145). Медиана возраста 
составила 54 года (от 18 лет до 81 года): моложе 
40 лет – 10 пациенток (1-я группа), 40 лет и старше – 
135 пациенток (2-я группа). В группы контроля вошли 
практически здоровые женщины (n = 39) до 40 лет 
(группа А) и 40 лет и старше (группа Б).

рак слизистой оболочки полости рта. В исследова-
ние были включены 29 человек (14 женщин и 15 муж-
чин). У 18 пациентов был диагностирован рак языка, 
у 9 – РСОПР и у 2 – первично-множественное злока-
чественное образование. Медиана возраста пациентов 
составила 43,5 года (от 15 до 84 лет). В контрольной 
группе были здоровые доноры соответствующего по-
ла и возраста (n = 77; от 18 до 71 года). Все пациенты 
дали информированное согласие на проведение им-
мунологического обследования. Все исследования 
проводили до начала лечения. Для определения 
 состояния системного иммунитета проводилось им-
мунофенотипирование лимфоцитов ПК на 5-пара-
метровом проточном цитофлуориметре аналитиче-
ского типа FACSCalibur (BD Biosciences, США). 
Лимфоциты выделяли по параметрам светорассеяния 
и экспрессии CD45. Определяли процентное содер-
жание клеток адаптивного и врожденного иммуни-
тета в составе лимфоцитов ПК путем 2-, 3- и 4-цвет-
ного окрашивания клеток с использованием панели 
моноклональных антител (BD Biosciences, Bekman 
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Coulter) к поверхностным маркерам лимфоцитов 
CD3, CD4, CD8, CD16, CD56, CD28, CD11b, HLA-DR, 
CD19, CD25, CD127 и внутриклеточному антигену 
перфорину (Perforin). Цитотоксический потенциал 
(ЦТП) CD16+- и CD8+-лимфоцитов оценивали как 
процент Perforin-положительных клеток в составе 
соответствующей популяции. Статистическую об-
работку результатов проводили с использованием 
программы Statistica 7,0. Характер распределения 
показателей определяли с помощью критериев Ша-
пиро–Уилка или Колмогорова–Смирнова. Резуль-
таты представлены в виде медианы (Me) и квартилей 
(25-й и 75-й процентили). Для оценки статистической 
значимости различия показателей использовали не-
параметрический двусторонний U-критерий Манна– 
Уитни. Связь между показателями устанавливали 
с помощью корреляционного анализа Спирмена: 
результаты представлены в виде коэффициента кор-
реляции (ρ) и 95 % доверительного интервала (95 % ДИ). 
95 % ДИ для коэффициентов корреляции рассчиты-
вали с помощью программы Excel в соответствии 
с рекомендациями А. Бююля и П. Цёфеля [10]. Уровень 
статистической значимости учитывали при p = 0,05.

Результаты исследования
В табл. 1 представлены результаты, полученные 

при сравнении субпопуляционного состава лимфо-
цитов ПК пациенток с ПО РМЖ 2 возрастных групп 
между собой и с женщинами соответствующего воз-
раста из контрольной группы (в таблицу включены 
только субпопуляции лимфоцитов, в которых наблю-
дались статистически значимые различия). Измене-
ния субпопуляционного состава лимфоцитов ПК, 
связанные с возрастом, были обнаружены и у паци-
енток с ПО РМЖ, и у лиц контрольной группы, од-
нако они были в большинстве случаев различны и ка-
сались не всех популяций лимфоцитов. Совпадение 
наблюдалось только для 2 популяций: клеток, экспрес-
сирующих активационный маркер CD25, и активи-
рованных CD4+CD25+-Т-клеток. Процент активиро-
ванных CD25+-лимфоцитов, включая CD4+CD25+- 
популяцию, был статистически значимо выше у боль-
ных 2-й группы. Подобное возрастное различие этих 
показателей было обнаружено и в контрольной груп-
пе, в которой повышение возраста сопровождалось 
также статистически значимым увеличением ЦТП как 
CD16+-, так и CD8+-лимфоцитов. У пациентов эти 
различия отсутствовали. Возрастные различия у боль-
ных ПО РМЖ были обнаружены для следующих по-
пуляций лимфоцитов: процент CD3+CD4+- и акти-
вированных CD3+HLA-DR-Т-клеток, общее число 
активированных лимфоцитов HLA-DR+, процент 
NKT-клеток и величина соотношения CD4 / CD8 
 были статистически значимо выше у больных стар-
шего возраста, а процент «наивных» и клеток памя-

ти CD4– CD62L+ – у более молодых женщин. При из-
учении отклонений иммунологических показателей 
больных ПО РМЖ от контрольных значений отме-
чено как их сходство, так и различие между группами 
пациенток разного возраста. Статистически значимое 
снижение общего числа CD3+-Т-клеток и CD3+CD4+-Т-
клеток наблюдалось у больных обеих групп, однако 
в случае CD3+CD4+-Т-лимфоцитов снижение было 
более выраженным в 1-й группе (p

1–2
 = 0,000). Стати-

стически значимое снижение числа CD3+CD8+-Т-
лимфоцитов по сравнению с контрольной группой 
наблюдалось у пациенток 2-й группы. Количество 
CD8+CD28 – -лимфоцитов было выше нормы у паци-
енток обеих возрастных групп. Кроме того, отмечено 
некоторое различие в отклонении от контрольных 
показателей в процентном содержании CD8+Perfo-
rin+-лимфоцитов у больных моложе 40 лет и 40 лет 
и старше. У лиц младше 40 лет процент этих клеток 
статистически значимо превышал контрольные зна-
чения, однако различия между 2 возрастными груп-
пами пациенток отсутствовали. Что касается клеток 
врожденного иммунитета, то процент NK-клеток, 
экспрессирующих CD8 (CD3 – CD16+ и CD8+CD16+), 
был статистически значимо выше в обеих группах 
по сравнению с контрольной. Процент NKT-клеток 
у пациенток 40 лет и старше был статистически зна-
чимо выше не только по сравнению с более молодыми 
женщинами, но и превышал контрольные значения. 
У пациенток моложе 40 лет процент CD16+Perfo-
rin+-клеток и их ЦТП были выше контрольных по-
казателей, но различий со значениями 2-й группы 
не было. Следует отметить, что, хотя процент акти-
вированных HLA-DR+-лимфоцитов в обеих группах 
не отличался от данных контрольной группы, в 1-й, 
как было указано ранее, их количество было стати-
стически значимо ниже, чем во 2-й. Такого различия 
между возрастными показателями в контрольной 
группе не наблюдалось. Количество регуляторных 
CD4+CD25+CD127–-Т-клеток было ниже, чем у здо-
ровых, только у лиц старшей группы, хотя различия 
между группами отсутствовали.

Результаты, полученные при определении харак-
тера взаимосвязи субпопуляционного состава лим-
фоцитов ПК и возраста у больных РСОПР, представ-
лены в табл. 2.

В контрольной группе с увеличением возраста 
незначительно повышался процент CD8+CD28– -лим-
фоцитов и ЦТП CD8+-клеток и снижалось количе-
ство NK-клеток. В то же время у пациентов с воз-
растом изменялось значительно большее число 
показателей. Отмечена средняя положительная кор-
реляция с ЦТП CD8+-клеток и процентом CD16+Per-
forin+-NK-клеток, а также слабая положительная 
корреляция с CD16+-, CD11b+-лимфоцитами и ци-
тотоксическими Т-лимфоцитами CD8+CD11b+CD28–. 
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таблица 1. Субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови больных первично-операбельным раком молочной железы 2 воз-
растных групп 

Table 1. Subpopulation composition of peripheral blood lymphocytes in patients primary operable breast cancer of two age groups

Субпопуляции лим-
фоцитов перифери-

ческой крови 
Subpopulation 

of peripheral blood 
lymphocytes

Пациенты с По рмЖ 
Patients primary operable breast cancer

p
1‒2

контрольная группа  
Control group

p
3–4

p
1–а

p
2–Б

1-я группа 
(<40 лет; n = 10) 
Group 1 (<40 years 

old; n = 10)

2-я группа 
(≥40 лет; n = 135) 
Group 2 (≥40 years 

old; n = 135)

Группа а 
(<40 лет; n = 16) 
Group a (<40 years 

old; n = 16)

Группа Б 
(≥40 лет; n = 21) 

Group B  
(≥40 years old;  

n = 21)

ме (квартили) 
Me (quartiles)

ме (квартили) 
Me (quartiles)

CD3+ 62,6 (48,6; 65,3) 70,5 (58,0; 77,0) 73,4 (66,0; 81,2) 75,0 (71,4; 80,0) 0,023 0,015

CD3+CD4+ 22,9 (17,5; 26,5) 35,3 (29,5; 43,7) 0,000 41,0 (34,2; 44,0) 40,9 (38,7; 51,8) 0,001 0,002

CD3+CD8+ 23,3 (19,4; 31,9) 23,4 (16,0; 30,5) 29,7 (26,5; 31,6) 28,7 (24,6; 31,9) 0,097 0,036

CD3−CD8+ 16,8 (13,2; 18,3) 11,0 (6,8; 15,5) 6,8 (5,0; 11,0) 8,0 (5,9; 9,0) 0,002 0,009

CD3+HLA-DR+ 3,6 (1,0; 4,9) 5,4 (3,3; 9,9) 0,016 4,7 (3,6; 5,6) 7,2 (5,0; 9,2) 0,097 0,359

HLA-DR 9,6 (8,3; 12,4) 14,4 (10,6; 19,9) 0,006 12,6 (9,9; 16,7) 15,4 (12,1; 18,6) 0,135 0,901

CD3+CD16+CD56+ 9,2 (4,9; 11,0) 13,1 (8,3; 19,2) 0,045 9,0 (5,2; 14,3) 6,4 (5,0; 13,0) 0,979 0,003

CD8+CD28− 21,8 (11,3; 26,6) 18,3 (12,6; 23,3) 9,7 (6,4; 12,5) 12,8 (8,0; 19,5) 0,003 0,036

CD4−CD62L+ 27,9 (26,0; 32,2) 22,9 (17,2; 28,0) 0,022 30,9 (25,4; 43,5) 28,1 (16,7; 40,0) 0,421 0,151

CD4+CD25+ 4,7 (2,2; 8,8) 9,2 (5,9; 13,8) 0,007 7,4 (5,3; 10,3) 10,2 (7,8; 16,7) 0,029 0,149 0,321

CD25+ 9,6 (7,7; 12,8) 15,6 (10,7; 21,5) 0,032 10,1 (5,3; 13,4) 14,6 (10,8; 19,6) 0,015 0,816 0,992

CD8+CD16+ 13,3 (8,1; 19,8) 11,1 (6,8; 15,2) 5,9 (3,7; 8,5) 7,9 (4,9; 10,4) 0,002 0,040

CD16+Perforin+ 24,3 (15,1; 27,3) 17,7 (14,2; 23,9) 14,0 (11,8; 18,4) 18,7 (12,9; 22,2) 0,021 0,634

ЦТП CD16 
CTP CD16 91,5 (89,5; 93,7) 91,7 (84,3; 96,0) 82,5 (77,5; 88,7) 93,8 (88,4; 96,6) 0,015 0,018 0,436

CD8+Perforin+ 17,7 (15,8; 22,4) 17,5 (12,6; 22,1) 10,7 (8,4; 16,6) 13,9 (9,3; 18,4) 0,009 0,126

ЦТП CD8 
CTP CD8 48,1 (36,7; 55,3) 53,2 (43,4; 63,9) 32,1 (25,7; 44,8) 42,2 (38,3; 53,3) 0,029 0,013 0,007

CD4/CD8 0,56 (0,38; 0,76) 0,98 (0,71; 1,37) 0,001 1,2 (0,87; 1,39) 1,2 (0,95; 1,59) 0,001 0,082

CD11b+ 29,5 (19,0; 40,3) 34,8 (25,8; 45,9) 30,2 (27,3; 35,2) 24,2 (17,5; 34,6) 0,738 0,001

CD50+ 95,8 (92,4; 97,2) 97,0 (95,1; 98,4) 98,6 (98,0; 99,0) 95,4 (93,6; 98,5) 0,000 0,005 0,366

CD4+CD25+CD127− 7,7 (6,8; 8,9) 7,2 (5,9; 8,8) 9,0 (7,7; 10,6) 9,6 (7,1; 10,1) 0,079 0,021

CD8+CD11b+CD28− 60,9 (51,3; 73,0) 67,1 (52,3; 74,9) 60,2 (48,8; 86,0) 54,9 (48,4; 63,1) 1,000 0,035

CD8+CD11b−CD28+ 22,9 (17,1; 25,2) 19,7 (13,4; 30,0) 28,5 (7,3; 32,5) 30,1 (27,1; 35,4) 0,905 0,021

Примечание . ПО РМЖ – первично-операбельный рак молочной железы; ЦТП – цитотоксический потенциал. 
Note . CTP – citotoxic potential.

В то же время с увеличением возраста снижался (от-
рицательная корреляция) процент CD8+CD-
11b+CD28+- и CD4+CD25+CD127– -лимфоцитов.

Обсуждение
Возраст человека – это важный клинико-патоло-

гический фактор, влияющий на частоту возникнове-

ния злокачественных опухолей, а также на характер 
течения заболевания и переносимость системной 
противоопухолевой терапии. Так, РМЖ у женщин 
старше 40 лет возникает значительно чаще, чем у бо-
лее молодых женщин [11]. Раком полости рта, по дан-
ным многоцентрового исследования, также чаще 
всего болеют люди в возрасте 50–80 лет (81,26 %), 
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значительно реже случаи заболевания наблюдаются 
в более молодом возрасте [2]. С другой стороны, у лиц 
старшего возраста заболевание протекает менее 
агрессивно. В связи с этим оценка возрастных фак-
торов у онкологических пациентов в настоящее вре-
мя приобретает все большее значение. По мнению 
ряда авторов, различия в характере течения опухоле-
вого процесса у лиц разного возраста в значительной 
степени зависят от возрастных особенностей иммун-
ной системы [3, 4, 12]. Доказано, что иммунная си-
стема способна контролировать все этапы опухоле-
вого роста: возникновение, рост и развитие, кроме 
того, она оказывает влияние на клиническую эффек-
тивность различных видов противоопухолевой тера-
пии [5–7]. В ответ на опухолевый рост генерируется 
как системный, так и локальный иммунный ответ, 
и прогностическое значение имеют и лимфоциты, 
инфильтрирующие опухоль, и циркулирующие им-
мунные клетки [8, 9, 13–17]. В настоящее время вза-
имосвязь между исходным состоянием системного 
иммунитета (субпопуляционный состав лимфоцитов 
ПК) и возрастом больных при злокачественных но-
вообразованиях остается недостаточно изученной. 
В связи с этим исследование особенностей систем-
ного иммунного ответа на опухоль у больных 
ПО РМЖ и РСОПР разных возрастных групп, про-
веденное в настоящей работе, является актуальным, 
и очень важно его учитывать при назначении систем-
ного, в том числе иммунотерапевтического, проти-
воопухолевого лечения больным разного возраста.

Безусловно, опухолевый рост модулирует систем-
ный иммунный ответ и может вызывать значительные 
изменения субпопуляционного состава лимфоцитов. 
Однако возрастные различия сохраняются, причем 
они могут существенно отличаться от изменений, 
характерных для здоровых лиц. Полученные в данной 
работе результаты показали, что субпопуляционный 
состав лимфоцитов ПК в определенной степени за-
висит от возраста и у здоровых женщин, и у больных 
ПО РМЖ. Но возрастные особенности системного 
иммунного ответа у онкологических больных отлича-
ются от таковых у здоровых доноров (см. табл. 1 и 2). 
Основные совпадения с контрольной группой касались 
3 клеточных популяций. При увеличении возраста 
и у здоровых доноров, и у больных ПО РМЖ повыша-
лось количество CD25+-лимфоцитов и CD4+CD25+-Т- 
клеток, а число регуляторных CD4+CD25+CD127–-Т- 
клеток (Т

рег
) в составе CD4+CD25+-популяции оставалось 

на одном уровне. Таким образом, процент CD4+-
CD25+-Т-лимфоцитов с возрастом и в контрольной 
группе, и у больных пациенток повышался, скорее 
все го, за счет эффекторных активированных CD4+-Т-
лимфоцитов.

Повышение процента активированных СD25+- 
лимфоцитов и СD4+CD25+-Т-клеток, обнаруженное 
у больных во 2-й группе, по-видимому, является бла-
гоприятным фактором при РМЖ. Известно, что мо-
лекула CD25 – α-цепь рецептора интерлейкина 2 – 
играет ключевую роль в запуске пролиферативного 
ответа и дифференцировки Т-лимфоцитов [18]. Ранее 

таблица 2. Связь показателей системного иммунитета с возрастом у больных раком слизистой оболочки полости рта

Table 2. The relationship of systemic immunity with age in patients with cancer of the oral mucos

Субпопуляции лимфоцитов 
периферической крови, % 

Subpopulation of peripheral blood 
lymphocytes, %

Пациенты с рСоПр (n = 29) 
Patients with cancer of the oral mucosa (n = 29)

контрольная группа (n = 77) 
Control group (n = 77)

ρ 95 % ди 
95 % CI

p ρ 95 % ди 
95 % CI

p

CD3–CD16+CD56+ 0,236 –0,160; 0,567 0,216 –0,233 –0,437; –0,006 0,043

CD8+CD28– –0,333 –0,634; –0,056 0,077 0,233 0,006; 0,437 0,044

ЦТП CD8+ 

CTP CD8+ 0,507 0,309; 0,663 0,005 0,281 0,063; 0,484 0,019

CD16+-Perforin+ 0,508 0,306; 0,666 0,004 –0,234 –0,438; –0,074 0,053

CD16+ 0,467 0,256; 0,635 0,011 –0,228 –0,433; –0,000 0,059

CD11b+ 0,399 0,177; 0,582 0,032 –0,103 –0,323; 0,127 0,387

CD8+CD11b+CD28– 0,397 0,134; 0,608 0,033 –0,094 –0,315; 0,136 0,512

CD8+CD11b+CD28+ –0,536 –0,708; –0,303 0,003 –0,011 –0,238; 0,217 0,936

CD4+CD25+CD127– –0,397 –0,581; –0,175 0,033 –0,061 –0,284; 0,169 0,615

Примечание . РСОПР – рак слизистой оболочки полости рта; ЦТП – цитотоксический потенциал; ρ – коэффициент 
корреляции Спирмена; ДИ – доверительный интервал. 
Note . CTP ‒ citotoxic potential; ρ – Spearman correlation coefficient; CI – confidence interval.
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мы обнаружили, что исходное снижение количества 
СD25+- и СD4+CD25+-Т-клеток ассоциировалось 
с увеличением вероятности прогрессирования забо-
левания у больных трижды негативным РМЖ [17]. 
У больных 40 лет и старше количество CD3+CD4+-Т- 
и NKT-клеток также было статистически значимо 
выше, чем у более молодых пациенток. CD4+-Т-клет-
ки играют важнейшую роль в противоопухолевом 
иммунном ответе. По данным ряда авторов, исходное 
количество CD4+-клеток в ПК при различных злока-
чественных опухолях ассоциируется с благоприятным 
прогнозом заболевания [19, 20]. Было выявлено, что 
повышенное до лечения количество CD3+CD4+-Т-
клеток ПК ассоциировалось с увеличением общей 
и безрецидивной выживаемости больных трижды 
негативным РМЖ [21]. NKT-клетки могут оказывать 
как отрицательное, так и положительное влияние 
на противоопухолевый иммунный ответ [22]. В наших 
исследованиях у больных трижды негативным РМЖ 
повышение количества NKT-клеток в ПК до лечения 
ассоциировалось со снижением вероятности прогрес-
сирования заболевания [17]. На увеличение актив-
ности системного иммунитета у больных 40 лет 
и старше указывает и обнаруженное только у них 
повышение по сравнению с показателями контроль-
ной группы процента цитотоксических Т-лимфоцитов 
CD8+CD11b+CD28–, а также снижение числа «на-
ивных» лимфоцитов (CD4–CD62L+ и CD8+CD11b– 

CD28+). Благоприятными факторами у больных  
2-й группы оказались тенденция к снижению CD4+-
CD25+CD127–-Т

рег
 на фоне увеличения числа CD4+-

CD25+-Т-клеток и повышение количества активиро-
ванных CD3+HLA-DR+-Т-лимфоцитов и других 
HLA-DR+-клеток. HLA-DR+ является маркером 
поздней активации лимфоцитов, в частности Т-кле-
ток, а увеличение в ПК числа лимфоцитов, экспрес-
сирующих этот маркер, может являться одним из по-
казателей продолжительной активации системного 
противоопухолевого иммунного ответа [11]. В то же 
время у более молодых пациенток отмечалось только 
повышение по сравнению с контрольной группой 
процента CD16+Perforin+-NK-клеток, их ЦТП, а так-
же процента CD8+Perforin+-лимфоцитов. Таким об-
разом, обнаруженные различия в субпопуляционном 
составе лимфоцитов ПК у больных разных возраст-
ных групп позволили предположить, что системный 
иммунный ответ у пациенток 40 лет и старше 
(2-я группа) значительно более выражен, чем у боль-
ных моложе 40 лет.

Это предположение в определенной степени под-
тверждается результатами, полученными у больных 
РСОПР (см. табл. 2). У обследованной группы паци-
ентов повышение возраста ассоциировалось с увели-
чением количества клеток эффекторных популяций 
лимфоцитов ПК: CD16+ и CD16+Perforin+-NK-клеток, 
CD11b-экспрессирующих лимфоцитов (эта молеку-
ла экспрессируется на клетках-эффекторах с высокой 
цитотоксической активностью) и цитотоксических 
CD8+CD11b+CD28–-Т-клеток, а также с увеличением 
ЦТП CD8+-лимфоцитов [23, 24]. С другой стороны, 
возраст пациентов отрицательно коррелировал с ко-
личеством CD8+CD11b+CD28+-Т-клеток («наивные» / 
 клетки памяти) и супрессорных CD4+CD25+CD127–-
Т-клеток (см. табл. 2). Можно предположить, что по-
вышение значимости эффекторного звена иммуните-
та у больных старшего возраста в определенной 
степени связано со снижением активности клеток-су-
прессоров. В настоящее время причины возрастных 
различий в состоянии системного противоопухолево-
го иммунного ответа до конца не ясны, однако можно 
предположить, что они вносят свой вклад в более бла-
гоприятное течение РМЖ и некоторых других злока-
чественных новообразований у лиц старшего возраста.

Заключение
Оценка биологического возраста онкологических 

пациентов приобретает все большее значение, по-
скольку с годами иммунная система человека пре-
терпевает определенные изменения. Опухолевый рост 
модулирует иммунный ответ на чужеродные и ауто-
антигены, и хотя возрастные различия в состоянии 
иммунной системы сохраняются, они могут суще-
ственно отходить от нормы. Это касается как 
врожденного, так и адаптивного иммунитета. Безус-
ловно, проблема взаимосвязи возраста и противо-
опухолевого иммунного ответа, а также характера 
течения опухолевого процесса требует дальнейших 
исследований как системного, так и местного имму-
нитета у лиц разного возраста. Очевидно, что особен-
ности возрастных различий в иммунном ответе 
на опухоль следует учитывать при назначении си-
стемной терапии, в том числе иммунотерапии. В свя-
зи с этим проведенное в настоящем исследовании 
изучение особенностей системного иммунного отве-
та на опухоль у больных РМЖ и РСОПР разных воз-
растных групп может внести определенный вклад 
в повышение эффективности и безопасности систем-
ного лечения онкологических пациентов.
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ЭкСПреССия Генов НОХ в лейкоЗныХ линияХ 
ПредШеСтвенников в-клеток человека, 

ЭкСПреССирУЮЩиХ онкоГен E2A-PBX1

е. а. Шестакова
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; 

Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Елена Анатольевна Шестакова elenaanshestakova@mail.ru

Введение . Острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ) диагностируется в основном у детей и подростков (2 / 3 заболевших), что де-
лает его одним из самых распространенных детских онкологических заболеваний. В развитии ОЛЛ участвуют онкогены, 
в частности продукт транслокации хромосом 1 и 19 онкоген E2A-PBX1, кодирующий химерный белок E2A-PBX1, являющий-
ся сильным транскрипционным активатором, а также онкогены семейства НОХ, в основном кластеры генов HOXA и НОХВ. 
Химерный белок E2A-PBX1 и белки НОХА, относящиеся к семейству белков, содержащих гомеодомен, образуют in vivo ком-
плексы с факторами, эпигенетически регулирующими экспрессию генов и включающими в себя модифицирующие и ремодели-
рующие хроматин ферменты, что в значительной мере обусловливает их онкогенные свойства. В предыдущих исследованиях 
нами были получены данные о генетических взаимодействиях генов E2A-PBX1 и НОХ, участвующих в развитии лейкозов.
Цель исследования – подтвердить роль онкогена Е2А-РВХ1 в активации экспрессии кластера генов НОХА, белковые продук-
ты которых также обладают высоким онкогенным потенциалом.
Материалы и методы . В работе были использованы 4 лейкозные линии предшественников В-клеток (пре-В) человека: RCH-ACV, 
KASUMI-2, 697 и NALM-6. Для идентификации продукта транслокации хромосом 1 и 19 онкогена E2A-PBX1 и его экспрессии 
использовали метод стандартной полимеразной цепной реакции. Для определения экспрессии 11 генов НОХ кластера А (генов 
НОХА) применяли метод обратной транскрипции, сопряженной с количественной полимеразной цепной реакцией в реальном 
времени.
Результаты . Продемонстрировано, что онкоген E2A-PBX1 содержится и экспрессируется в 3 исследованных лейкозных 
линиях пре-В-клеток человека (RCH-ACV, KASUMI-2 и 697) и отсутствует в линии клеток NALM-6. Показано, что в кле-
точных линиях RCH-ACV, KASUMI-2, 697, которые содержат в своем геноме онкоген E2A-PBX1, 7 из 11 генов кластера HOXА 
экспрессируются на высоком уровне. В отличие от этих 3 клеточных линий, экспрессирующих большинство генов кластера 
HOXА, в линии клеток NALM-6, не экспрессирующих онкоген E2A-PBX1, используемой в качестве контроля, экспрессия генов 
НОХА не наблюдается, за исключением малой экспрессии 2 генов этого кластера.
Выводы . В данном исследовании продемонстрировано, что лейкозные линии пре-В-клеток человека RCH-ACV, KASUMI-2 
и 697, содержащие и экспрессирующие онкоген Е2А-РВХ1, экспрессируют также большинство (7 из 11) генов НОХА на вы-
соком уровне, в отличие от контрольной клеточной линии NALM-6, не содержащей онкогена Е2А-РВХ1 и почти не экспрес-
сирующей гены НОХА. Таким образом, полученные результаты предполагают участие сильного транскрипционного актива-
тора – химерного белка Е2А-РВХ1, ассоциированного с факторами, модифицирующими и ремоделирующими хроматин, 
в активации экспрессии кластера генов НОХА, также имеющих высокий онкогенный потенциал.

Ключевые слова: онкоген Е2А-РВХ1, кластер генов НОХА, лейкозные клеточные линии RCH-ACV, KASUMI-2, 697 и NALM-6, 
количественная полимеразная цепная реакция в реальном времени, ассоциированная с обратной транскрипцией

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-19-1-89-95 

HOX GENE EXPRESSIoN IN huMaN B-CEll PRoGENIToR lEuKEMIa CEll lINES  
EXPRESSING E2A-PBX1 oNCoGENE

E . A . Shestakova

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

Introduction . Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is diagnosed mainly in children (2 / 3 of diseases) making this type of leukemia one 
of the most common oncological diseases among children. Oncogenes are involved in the development of ALL, in particular the product 
of chromosomes 1 and 19 translocation, the oncogene E2A-PBX1 that codes for E2A-PBX1 chimeric oncoprotein with strong transcrip-
tion activation properties as well as oncogenes of HOX family, mainly HOXA and HOXB cluster genes. E2A-PBX1 chimeric oncoprotein 
and НОХА proteins are associated in vivo with factors participating in epigenetic regulation of gene expression such as chromatin modi-
fying and remodeling enzymes that partially determines their oncogenic properties. In previous studies we obtained data indicating  genetic 
interactions of E2A-PBX1 and НОХ genes participating in leukemia development.
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The aim of this research was to confirm the role of Е2А – РВХ1 oncogene in the activation of the expression of НОХА cluster genes co ding 
for the proteins with high oncogenic potential.
Materials and methods . The objects of the study were four B cell progenitor (pre-B) leukemia cell lines: RCH-ACV, KASUMI-2, 697 
and NALM-6. Standard polymerase chain reaction (PCR) was used for the identification of chromosome 1 and 19 translocation product, 
E2A-PBX1 oncogene and its expression. Method of reverse transcription coupled with quantitative polymerase chain reaction (Q-RT-PCR) 
was used for the analysis of 11 HOXA cluster genes expression.
Results . It is demonstrated that E2A-PBX1 oncogene is present and expressed in three studied human pre-B leukemia cell lines, RCH-ACV, 
KASUMI-2 and 697, while its expression is absent in NALM-6 cell line. High expression of 7 from 11 HOXА cluster genes is revealed 
in RCH-ACV, KASUMI-2 and 697 cell lines expressing E2A-PBX1 oncogene, whereas NALM-6 cell line, that does not express E2A-PBX1 
oncogene, also does not express HOXA genes except low expression of two genes from this cluster.
Conclusions . The data obtained in this study demonstrate that RCH-ACV, KASUMI-2 and 697 human leukemia pre-B cell lines, con-
taining and expressing Е2А-РВХ1 oncogene, also express most of HOXA genes (7 genes of 11 genes) at high level in contrast to control 
NALM-6 cell line that does not comprise Е2А-РВХ1 oncogene and almost does not express НОХА genes. Therefore, the results of this 
study suggest the participation of strong transcriptional activator, chimeric oncoprotein Е2А-РВХ1, associated with chromatin modifying 
and remodeling enzymes, in the expression activation of HOXA cluster genes that also possess high oncogenic potential.

Key words: E2A-PBX1 oncogene, HOXA gene cluster, RCH-ACV, KASUMI-2, 697 and NALM-6 leukemia cell lines, reverse trans-
cription – quantitative polymerase chain reaction

Введение
Острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ) диагно-

стируется в основном у детей и подростков (2 / 3 за-
болевших), что делает его одним из самых распро-
страненных детских онкологических заболеваний. 
ОЛЛ характеризуется накоплением раковых предше-
ственников лимфоидных клеток В- и Т-линий в кост-
ном мозге и крови. Генетические изменения в этих 
незрелых лимфоидных клетках нарушают их способ-
ность к самовозобновлению и вызывают остановку 
в дифференциации, что приводит к их злокачест-
венной трансформации. В развитии ОЛЛ участвуют 
онкогены, являющиеся продуктами транслокации 
хромосом, в частности продукт транслокации хромо-
сом 1 и 19 (t (1;19)) E2A-PBX1, кодирующий химерный 
белок E2A-PBX1, а также BCR-ABL, TEL-AML1 [1, 2]. 
Большую роль в развитии ОЛЛ играют и онкогены 
семейства НОХ, в основном кластеры генов HOXA, НОХВ, 
и в меньшей степени – HOXC и HOXD [3, 4], сверхэкс-
прессия которых приводит к нарушению регуляции 
экспрессии генов, участвующих в гематопоэзе, и в ре-
зультате – к развитию лейкозов.

Транслокация между хромосомами 1 и 19 приво-
дит к образованию онкогена E2A-PBX1. Это сильный 
онкоген, обусловливающий 25 % детских пре-В-кле-
точных ОЛЛ [2]. Следует отметить, что помимо ин-
дукции лейкозов химерный белок E2A-PBX1 имеет 
свойство трансформировать несколько видов клеток, 
среди которых – фибробласты, лимфоидные и мие-
лоидные клетки. На N-конце химерного белка E2A-
PBX1 находятся 2 домена активации (activation do-
main, AD), происходящие из фактора транскрипции 
E2A, а на С-конце – кооперативный домен HOX (Hox 
cooperative domain, HCD) и ДНК-связывающий го-
меодомен фактора транскрипции PBX [2]. Свойства 
сильного конститутивного транскрипционного ак-

тиватора E2A-PBX1 обусловлены наличием в его со-
ставе этих 3 доменов, и в особенности AD, взаимо-
действующего с гистонацетилтрансферазами SAGA 
и CBP / p300 [5, 6].

Белки НОХ играют важную роль в эмбриональном 
развитии, а во взрослом организме – в кроветво-
рении. Белки НОХ кодируются 39 HOX-генами, пред-
ставленными 4 кластерами генов-паралогов: HOXA, 
НОХВ, HOXC, HOXD. Белки НОХ – это факторы транс-
крипции, гомеодомен которых связывается с ДНК. 
Экспрессия генов НОХ эпигенетически регулируется 
комплексами группы Polycomb и лейкоза смешанных 
линий (Mixed Lineage Leukemia (MLL)). С использо-
ванием клеток костного мозга в культуре и мышиных 
моделей было показано, что гены HOXA (кроме 
HОХА2 и HОХА5) способны трансформировать клет-
ки и индуцировать лейкоз соответственно [3, 4]. Гены 
HOXA также имеют свойство активировать ряд протоон-
когенов, включая Erg, Flt3, Lmo2, Myb и Sox4 [7]. Таким 
образом, в приведенных исследованиях было подтверж-
дено, что гены HOXA имеют онкогенный потенциал.

В предыдущих исследованиях с использованием 
мышиных моделей мы получили данные о генетиче-
ских взаимодействиях онкогенов E2A-PBX1 и НОХ, 
участвующих в развитии В- и Т-клеточных лейкозов 
[8–13]. Химерные мыши, экспрессирующие в крови 
2 онкогена E2A-PBX1 и HОХА9, развивали лейкоз в 2 ра-
за быстрее по сравнению с мышами, экспрессиру-
ющими только онкоген E2A-PBX1 [9–12]. В продолже-
ние данных исследований с использованием метода 
тандемной аффинной очистки мы получили из кле-
ток HeLa и 697 нативные комплексы, содержащие, 
соответственно, HOXA9 или E2A-PBX1 с ковалентно 
связанными FLAG / HA-пептидами, и показали при-
сутствие в каждом из выделенных комплексов ряда 
взаимодействующих белков, многие из которых также 
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обладали онкогенным потенциалом [12, 14]. В обоих 
комплексах содержались факторы, участвующие 
в эпигенетической регуляции экспрессии генов. 
В частности, комплекс HOXA9 содержал ферменты, 
эпигенетически модифицирующие хроматин: аргинин- 
N-метилтрансферазу-5 (Protein R methyl-transferase 5, 
PRMT5), Е3-убиквитинлигазу (UBR5), а комплекс 
E2A-PBX1 – несколько факторов ремоделирования хро-
матина семейства SWI / SNF (SMARCA4 и SMARCC2). 
Интересно отметить, что, с одной стороны, в ком-
плексе, содержащем НОХА9, не был идентифициро-
ван Е2А-РВХ1, с другой стороны, в комплексе, содер-
жащем Е2А-РВХ1, не был идентифицирован НОХА9. 
Эти данные свидетельствуют о том, что НОХА9 и Е2А- 
РВХ1 взаимодействуют с большей вероятностью не на 
уровне белок – белковых взаимодействий, а на уров-
не белок – ген. Идентификация факторов ремодели-
рования хроматина семейства SWI / SNF, SMARCA4 
и SMARCC2, в комплексе, содержащем Е2А-РВХ1, 
в дополнение к уже известной ассоциации с Е2А-РВХ1 
гистонацетилтрансферазы СВР / р300, еще раз указы-
вает на то, что химерный белок Е2А-РВХ1 является 
сильным транскрипционным активатором и, скорее 
всего, участвует в активации экспрессии гена НОХА9. 
Для подтверждения этой гипотезы мы изучили экс-
прессию всех генов кластера НОХА в 4 лейкозных 
линиях предшественников В-клеток (пре-В) челове-
ка: RCH-ACV, KASUMI-2, 697 и NALM-6. Оказалось, 
что 3 лейкозные клеточные линии – RCH-ACV, 
 KASUMI-2 и 697, содержащие и экспрессирующие 
онкоген Е2А-РВХ1, экспрессируют 7 из 11 генов 
 НОХА на высоком уровне, в отличие от контрольной 
клеточной линии NALM-6, не содержащей гена 
 Е2А-РВХ1 и не экспрессирующей генов НОХА.

Цель исследования – подтверждение роли онко-
гена Е2А-РВХ1 в активации экспрессии кластера ге-
нов НОХА, белковые продукты которых также обла-
дают высоким онкогенным потенциалом.

Материалы и методы
культуры клеток
В работе были использованы 4 лейкозные линии 

пре-В-клеток человека: RCH-ACV, KASUMI-2, 697 
и NALM-6 [15–17].

Культивирование линии лейкозных пре-В-клеток 
человека 697 проводили в среде Opti-MEM (Gibco, 
США), cодержащей 10 нг / мл интерлейкина-7, 10 % 
эмбриональной сыворотки телят (которая была про-
тестирована для использования в среде для В-клеток, 
Stem Cell Technologies, Канада), 5 × 10–5 М β-мер-
каптоэтанола, L-глютамин и пенициллин / стрепто-
мицин.

Линии лейкозных пре-В-клеток человека RCH-ACV 
и KASUMI-2 культивировали в среде RPMI, содер-
жащей 10 % эмбриональной сыворотки телят (тести-

рованной для В-клеток), L-глютамин, пенициллин / 
 стрептомицин.

Линию лейкозных пре-В-клеток человека NALM-6 
культивировали в среде RPMI, содержащей 5 % эм-
бриональной сыворотки телят (тестированной для 
В-клеток), L-глютамин, пенициллин / стрептомицин.

Метод стандартной полимеразной цепной реакции
Стандартную полимеразную цепную реакцию (ПЦР) 

использовали для анализа наличия / отсутствия в ис-
следуемых клеточных линиях (RCH-ACV, KASUMI-2, 
697 и NALM-6) транслокации хромосом 1 и 19, при-
водящей к образованию онкогена E2A-PBX1, а также 
для анализа экспрессии указанного онкогена.

Полимеразную цепную реакцию проводили с ис-
пользованием комплементарной ДНК (кДНК), по-
лученной реакцией обратной транскрипции (ОТ) 
с РНК, выделенной из 4 исследуемых линий с ис-
пользованием реагента Trizol (Invitrogen). Для выде-
ления РНК с помощью Trizol использовали в среднем 
3 × 106–107 клеток каждой из 4 линий.

Для синтеза кДНК использовали следующие ре-
агенты и условия.

4 мкг РНК обрабатывали ДНКазой I в течение 
15 мин при комнатной температуре в реакционной 
смеси общего объема 10 мкл, содержащей 8 мкл рас-
твора РНК, 1 мкл 10-кратного буфера для ДНКазы I, 
1 мкл ДНКазы I. Далее добавляли 1 мкл 25 мМ эти-
лендиаминтетрауксусной кислоты и инактивировали 
ДНКазу I при высокой температуре (65 °С) в течение 
10 мин. Затем реакционную смесь охлаждали при 4 °С, 
перемешивали на вортексе и добавляли 10 мкл реак-
ционной смеси для обратной транскрипции, содер-
жащей 4 мкл 5-кратного буфера для 1-й нити ДНК 
(First-Strand-Buffer), 2 мкл 0,1 M DTT, 1 мкл смеси 
праймеров (в концентрации 200 мМ), 1 мкл дезокси-
нуклеотидтрифосфатов (дНТФ, deoxynucleotide tri-
phosphates, dNTP) в концентрации 10 мМ, 1 мкл об-
ратной транскриптазы мышиного вируса лейкоза 
Малонея (Mouse Maloney Leukemia Virus reverse tran-
scriptase, M–MLV RT). Далее реакционную смесь 
общим объемом 20 мкл нагревали при 37 °С в течение 
90 мин, затем при 70 °С в течение 15 мин и охлажда-
ли при 4 °С. кДНК, полученную в результате реакции 
ОТ, хранили при –80 °С до использования для ПЦР.

Далее для ПЦР использовали олигонуклеоти-
ды-праймеры E2A-PBX1 прямой: GCACAACCACG-
CGGCCC и E2A-PBX1 обратный: CCACGCCTTC-
CGCTAA. Реакционная смесь в общем объеме 50 мкл 
содержала 5 мкл 10-кратного буфера для полимеразы 
Taq (Taq polymerase), 3 мкл 25 мМ раствора MgCl

2
 

(конечная концентрация в реакционной смеси 1,5 мМ), 
0,4 мкл смеси 4 дезоксинуклеотидтрифосфатов (dATP, 
dCTP, dGTP, dTTP), каждый в концентрации 25 мМ 
(конечная концентрация каждого из нуклеотидов 
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в реакционной смеси 200 мкМ), 1 мкл раствора кДНК, 
2 мкл прямого и 2 мкл обратного праймера, 0,5 мкл 
полимеразы Taq (Sigma) и 36,1 мкл H

2
O.

Полимеразную цепную реакцию проводили в сле-
дующих условиях: 1 цикл при 94 °С в течение 1 мин, 
30 циклов при 94 °С в течение 30 с, далее при 60 °С 
в течение 30 с и затем при 72 °С в течение 1 мин 30 с; 
1 цикл при 72 °С в течение 10 мин и охлаждали при 4 °С.

Продукты стандартной ПЦР разделяли в 2 % ага-
розном геле, который окрашивали бромидом этидия. 
В результате ПЦР синтезировался фрагмент размером 
161 пара оснований, соответствующий области 
транслокации хромосом 1 и 19 и онкогену Е2А-РВХ1, 
а также мРНК Е2А-РВХ1. В качестве маркеров длин 
фрагментов ДНК использовали pKS.

Метод обратной транскрипции, сопряженной 
с количественной полимеразной цепной реакцией 
в реальном времени
РНК выделяли из культивируемых клеток с ис-

пользованием реагента Trizol (Invitrogen) в соответ-
ствии с инструкциями производителя. Для синтеза 
кДНК с РНК использовали те же реагенты и условия, 
которые описаны в предыдущей части статьи.

В качестве праймеров для количественной ПЦР 
в реальном времени использовали следующие оли-
гонуклеотиды:

HOXA1 прямой: ACAGAACTTCAGTGCGCC; 
HOXA1 обратный: GGGAGCGACAGGCTTCTT; 
HOXA2 прямой: CACAAAGAATCCCTGGAA; HOXA2 
обратный: AAATGAAATTCTTTTTCCA; HOXA3 пря-
мой: CCTGGATGAAAGAGTCTC; HOXA3 обратный: 
GCCAGCGCAGCTTTCG; HOXA4 прямой: TGGTGTA-
CCCCTGGATGA; HOXA4 обратный: CTTAGGC-
TCCCCTCCGTT; HOXA5 прямой: TCCCATCGCTT CC-
CTACC; HOXA5 обратный: GCTTTGGAACAGCCTACA; 
HOXA6 прямой: AGTACACGAGCCCGGTTT; HOXA6 
обратный: CCCATGGCTCCCATACAC; HOXA7 пря-
мой: AGCTTGGAAATTCTGCTC; HOXA7 обратный: 
TCTGATGTCATGGCCAAA; HOXA9 прямой: GCCG-
GC CTTATGGCATTA; HOXA9 обратный: CAGGGA-
CAA  AGTGTGAGT; HOXA10 прямой: AAAGCCTCGCCG-
GAGAA; HOXA10 обратный: CTCCAGTGTCTGGTGCTT;  
HOXA11 прямой: TTGAGCATGCGGGACAGT; HOXA11 
обратный: GTACCAGATCCGAGAGCT; HOXA13 пря-
мой: TGCCCAACGGCTGGAA; HOXA13 обратный: 
TAAGGCACGCGCTTCTTT.

В качестве контрольных олигонуклеотидов ис-
пользовали праймеры к актину и к глицеральдегид-
фосфатдегидрогеназе (glyceraldehyde phosphate dehy-
drogenase).

Реакцию количественной ПЦР в реальном вре-
мени проводили в объеме 15 мкл. Реакционная смесь 
содержала 7,5 мкл буферного раствора с Syber Green; 
1 мкл кДНК; 5,5 мкл H

2
O и 1 мкл смеси прямого 

и обратного праймеров в концентрации 15 мкМ (ко-
нечная концентрация в 15 мкл – 1 мкМ).

Для реакции количественной ПЦР в реальном 
времени использовали прибор Applied Biosystems 7500 
Real-Time PCR System и следующие условия реакции: 
1 цикл при 50 °С в течение 2 мин; 1 цикл при 95 °С 
в течение 10 мин (денатурация); 40 циклов при 95 °С 
в течение 15 с и затем при 60 °С в течение 1 мин (поли-
меризация); 1 цикл при 95 °С в течение 15 с, при 60 °С 
в течение 20 с, при 95 °С в течение 15 с, при 60 °С 
в течение 15 с (диссоциация).

Для анализа результатов количественной ПЦР в ре-
альном времени использовали программу SDS (Applied 
Biosystems Real-Time PCR system SDS software).

Результаты
Присутствие и экспрессия онкогена E2A-PBX1 
в линиях клеток RCh-aCV, KaSuMI-2 и 697 
и отсутствие в линии клеток NalM-6
В начале представленного исследования мы про-

анализировали 4 лейкозные линии пре-В-клеток че-
ловека (RCH-ACV, KASUMI-2, 697 и NALM-6) на 
наличие в них транслокации хромосом 1 и 19 и, сле-
довательно, онкогена Е2А-РВХ1. В этой части иссле-
дования мы использовали стандартную ПЦР с прай-
мерами E2A-PBX1 прямой и E2A-PBX1 обратный, 
приводящими к синтезу фрагмента ДНК размером 
161 пара оснований, соответствующего области 
транслокации хромосом 1 и 19 и, следовательно, он-
когену Е2А-РВХ1, а также мРНК Е2А-РВХ1.

На рисунке представлены результаты стандарт-
ной ПЦР, проведенной с использованием праймеров 
E2A-PBX1 и кДНК, синтезированной с РНК, выде-
ленной из 4 лейкозных линий пре-В-клеток человека: 
RCH-ACV, KASUMI-2, 697 и NALM-6. Показано, что 
после выделения РНК из клеточных линий RCH-ACV, 
 KASUMI-2, 697 и последующего синтеза кДНК раз-
мер фрагмента ДНК составляет 161 пару оснований. 
Такой же фрагмент синтезируется с плазмиды, содер-
жащей онкоген Е2А-РВХ1. В отличие от результа-
тов ПЦР, полученных с линиями клеток RCH-ACV, 
 KASUMI-2 и 697, с кДНК, полученной из РНК, вы-
деленной из клеточной линии NALM-6, не наблюда-
ется синтеза фрагмента ДНК размером 161 пара осно-
ваний. Таким образом, в 3 линиях клеток RCH-ACV, 
KASUMI-2 и 697 имеется и экспрессируется онкоген 
Е2А-РВХ1, в то время как в линии клеток NALM-6 
этот онкоген не присутствует.

высокая экспрессия генов HOXA в лейкозных 
линиях пре-в-клеток человека RCh-aCV, 
KaSuMI-2, 697, экспрессирующих онкоген 
Е2А-РВХ1
С учетом определения статуса онкогена Е2А-РВХ1 

в 4 лейкозных линиях пре-В-клеток человека RCH-ACV, 
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Онкоген E2A-PBX1 содержится в геноме и экспрессируется в лейкоз-
ных пре-В-клеточных линиях человека RCH-ACV, KASUMI-2 и 697 
и отсутствует в линии клеток NALM-6. 2 % агарозный гель, окрашен-
ный бромидом этидия, с фрагментами ДНК, полученными в результа-
те стандартной ПЦР. Фрагмент ДНК размером 161 пара оснований, 
полученный в результате ПЦР, соответствует онкогену E2A-PBX1. 

E2A-PBX1 oncogene is contained in the genome and is expressed in pre-B cell 
leukemia lines RCH-ACV, KASUMI-2 and 697 and is absent in NALM-6 cell 
line. 2 % agarose gel stained with ethidium bromide and containing DNA 
fragments obtained in standard PCR is presented on the figure. 161 bp frag-
ment obtained in PCR corresponds to E2A-PBX1 oncogene.

Экспрессия генов HOXA в лейкозных линиях пре-В клеток человека

HOXA gene expression in human pre-B leukemia cell lines

Гены 
HOXA 
HOXA 
genes

линии клеток E2A-PBX1+ 
E2A-PBX1+ cell lines

линия клеток 
E2A-PBX1– 
E2A-PBX1 –  

cell line

RCh-aCV KaSuMI-2 697 NalM-6

HOXA1 20 20 20 20

HOXA2 72 20 20 20

HOXA3 232 461 136 20

HOXA4 20 20 20 20

HOXA5 34 53 20 20

HOXA6 1059 1844 203 20

HOXA7 7404 14224 20897 4804

HOXA9 20 20 20 20

HOXA10 20 20 20 20

HOXA11 20 28 37 33

HOXA13 20 20 216 23

Примечание . Цифрами представлены количества транс-
криптов соответствующих генов НОХА на 50 нг РНК. 
Note: Numbers indicate HOXA gene transcript quantities per 50 ng  
of RNA

Низкая  Высокая экспрессия генов (копии) 
Low  High gene expression (copies)
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KASUMI-2, 697 и NALM-6 был проведен анализ экс-
прессии всех 11 генов HOXA в 3 лейкозных линиях 
пре-В-клеток человека, содержащих и экспрессиру-
ющих онкоген E2A-PBX1 (E2A-PBX1+) (RCH-ACV, 
KASUMI-2 и 697), и в контрольной линии (NALM-6), 
в которой отсутствует онкоген E2A-PBX1 (E2A-PBX1-). 
Для анализа экспрессии генов НОХА был применен 
метод количественной ПЦР в реальном времени с ис-
пользованием в качестве I стадии обратной транс-
крипции (см. таблицу). Все линии, экспрессирующие 
онкоген E2A-PBX1, также экспрессировали большин-
ство генов HOXA, но уровни экспрессии индивиду-
альных генов были очень различными. Самый высо-
кий уровень экспрессии наблюдался у гена НОХА7 
(20 897 транскриптов на 50 нг РНК). Экспрессия это-
го гена наблюдалась на самом высоком уровне в кле-
точных линиях KASUMI-2 и 697, а также, хотя и в не-
много меньших количествах, в клеточной линии 
RCH-ACV. Следующим по уровню высокой экс-

прессии в 3 исследованных лейкозных линиях клеток 
E2A-PBX1+ был идентифицирован ген НОХА6 (1844 
транскрипта на 50 нг РНК). Ген НОХА3 также экс-
прессировался на высоком уровне в этих 3 линиях 
клеток (461 транскрипт на 50 нг РНК), хотя и в не-
много меньшей степени, чем гены НОХА7 и НОХА6.

Другие гены НОХ кластера А не экспрессирова-
лись в этих клеточных линиях или экспрессировались 
в отдельных клеточных линиях на низком уровне. 
Так, ген НОХА2 немного экспрессировался в клеточ-
ной линии RCH-ACV и не экспрессировался в кле-
точных линиях KASUMI-2 и 697. Напротив, гены 
НОХА11 и НОХА13 экспрессировались в небольшом 
количестве в клеточной линии 697 и не экспрессиро-
вались в клеточных линиях RCH-ACV и KASUMI-2. 
Таким образом, полученные результаты продемон-
стрировали, что 3 лейкозные линии пре-В-клеток 
человека, содержащие онкоген Е2А-РВХ1 (RCH-ACV, 
KASUMI-2 и 697), экспрессируют 7 из 11 генов НОХА, 
т. е. большинство генов кластера НОХА.

Экспрессия генов HOXA в контрольной линии 
NALM-6, в которых отсутствовал онкоген E2A-PBX 
(E2A-PBX1 – ), не наблюдалась или была на низком 
уровне. В этой линии клеток была отмечена экспрессия 
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гена НОХА7, а также очень небольшая экспрессия 
гена НОХА11 (см. таблицу).

Интересно отметить, что в мышиных моделях 
наибольший онкогенный потенциал наблюдался 
в химерных мышах, трансплантированных В-клет-
ками, экспрессирующими онкогены Е2А-РВХ1  
и Ноха9 [9–12]. Ни в одной из исследованных нами 
лейкозных линий пре-В-клеток человека, содержа-
щих и экспрессирующих онкоген Е2А-РВХ1 (RCH-
ACV, KASUMI-2 и 697), не наблюдалось экспрессии 
онкогена НОХА9. Полученные результаты можно 
объяснить различиями В-клеточных лейкозов у мы-
шей и у человека, а также возможными изменениями 
экспрессии генов при переводе первичных опухоле-
вых клеток в культивируемые клеточные линии [18].

Полученные результаты подтверждают гипотезу 
о том, что химерный онкобелок Е2А-РВХ1 в ком-
плексе с гистонацетилтрансферазой СВР / р300 и фак-
торами ремоделирования хроматина семейства 
SWI / SNF (SMARCA4 и SMARCC2) играет роль силь-

ного транскрипционного активатора, участвующего 
в повышении экспрессии генов НОХА, белковые про-
дукты которых обладают мощными канцерогенными 
свойствами.

Выводы
В данном исследовании продемонстрировано, что 

3 лейкозные клеточные линии RCH-ACV, KASUMI-2 
и 697, содержащие и экспрессирующие онкоген 
 Е2А-РВХ1, экспрессируют большинство (7 из 11) генов 
НОХА на высоком уровне, в отличие от контрольной 
клеточной линии NALM-6, не содержащей онкогена 
Е2А-РВХ1 и почти не экспрессирующей гены НОХА. 
Таким образом, полученные результаты предполага-
ют участие сильного транскрипционного активатора, 
химерного белка Е2А-РВХ1, ассоциированного 
с факторами, модифицирующими и ремоделирую-
щими хроматин, в повышении экспрессии кластера 
генов НОХА, также имеющих высокий онкогенный 
потенциал, что в целом усиливает развитие лейкоза.
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иССледование ПротивооПУХолевоГо дейСтвия 
ПреПарата Фактора некроЗа оПУХоли алЬФа в СоСтаве 

иСкУССтвенной вирУСоПодоБной чаСтиЦы

Г. м. Сысоева1, е. и. рябчикова2, о. в. Симакова1, е. а. волосникова1, л. р. лебедев1, е. д. даниленко1

1Институт медицинской биотехнологии ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» 
Роспотребнадзора; Россия, 633010 Бердск, ул. Химзаводская, 9; 

2ФГБУН Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН; Россия, 630090 Новосибирск,  
проспект Акад. Лаврентьева, 8

Контакты: Галина Михайловна Сысоева sysoeva_gm@vector.nsc.ru

Введение . Фактор некроза опухоли α (ФНО-α) – природный цитокин, обладающий выраженными противоопухолевыми свой-
ствами. Широкий спектр побочных эффектов служит препятствием для применения ФНО-α в клинической практике. Одним 
из способов улучшения его терапевтических свойств является повышение тропности белка к ткани опухоли за счет вклю-
чения в средства адресной доставки.
Цель исследования – изучение противоопухолевого действия препарата ФНО-α в составе искусственной вирусоподобной 
частицы (ВПЧ-ФНО-α), разработанной в ГНЦ ВБ «Вектор» для транспортировки белков к клеткам-мишеням.
Материалы и методы . Противоопухолевый эффект ВПЧ-ФНО-α исследовали на экспериментальной модели меланомы 
мышей B16F10 по изменению динамики роста опухоли (объем, масса) и ее морфологической структуры (наличие некротиче-
ских процессов, деструкции сосудов). Содержание эффекторных клеток иммунной системы (CD3+, CD11b+) в ткани опухоли 
определяли иммуногистохимическим методом.
Результаты . ВПЧ-ФНО-α при внутривенном введении в дозах 5 × 104 и 1 × 105 МЕ / мышь замедлял рост первичной опухоли. 
Наиболее выраженный и стабильный эффект был отмечен при 5-кратном введении препарата в дозе 1 × 105 МЕ с интерва-
лом 1 день: торможение роста опухоли составляло 40 и 47 % через 1 и 7 сут после окончания введения соответственно. 
Инъекции препарата вызывали увеличение степени деструкции опухолевой ткани и нарастание некротических изменений, 
повреждение и разрушение кровеносных сосудов опухоли, ее инфильтрацию иммунокомпетентными клетками.
Заключение . Полученные данные свидетельствуют о противоопухолевой активности препарата ФНО-α в средстве достав-
ки, что позволяет предполагать возможность его применения в дальнейшем для лечения злокачественных новообразований, 
в частности меланомы.

Ключевые слова: фактор некроза опухоли α, вирусоподобная частица, меланома, торможение роста опухоли

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-19-1-96-103 

EValuaTIoN oF aNTITuMoR aCTIVITy oF TuMoR NECRoSIS FaCToR alPha   
wIThIN ThE aRTIFICIal VIRuS-lIKE PaRTIClE

G . M . Sysoeva1, E . I . Ryabchikova2, O . V . Simakova1, E . A . Volosnikova1, L . R . Lebedev1, E . D . Danilenko1

1Institute of Medical Biotechnology of the State Research Center of Virology and Biotechnology Vector of the Rospotrebnadzor; 
9 Khimzavodskaya St., Berdsk 633010, Russia; 

2Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences;  
8 Lavrentjev Prospekt, Novosibirsk 630090, Russia

Introduction . Tumor necrosis factor α (TNF-α) is a natural cytokine, characterized by pronounced antitumor properties. A wide range 
of side effects serves as an obstacle for the use of TNF-α in clinical practice. One of the ways to improve its therapeutic properties is to in crease 
the tropism of the cytokine to the tumor tissue by incorporating it into the targeted delivery system.
The aim of the study was to evaluate the antitumor activity of the preparation containing TNF-α as part of the artificial “virus-like par-
ticle” (VLP-TNF-α), developed in SRC VB “Vector” as a transport system for delivering proteins to target cells.
Materials and methods . The antitumor effect of VLP-TNF-α preparation was evaluated in experimental B16F10 melanoma model 
by the change of dynamics of tumor growth (volume, mass) and its morphological structure (presence of necrotic processes, blood vessel 
destruction). The number of the effector immune cells (CD3+, CD11b+) in the tumor tissue was determined by immunohistochemical 
method.
Results . It has been shown that VLP-TNF-α administered intravenously at the doses of 5 × 104 and 1 × 105 IU / mouse inhibits the growth 
of the primary tumor. The most pronounced and stable effect was observed with a five-fold administration at the dose of 1 × 105 IU / mouse 
every other day: tumor growth inhibition was 40 % on the 1st day, and 47 % on the 7 th day upon the treatment. Injections of the preparation 



97

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 1'2020  ТОм 19    vol. 19

Оригинальные статьи

Введение
Среди современных методов лечения онкологи-

ческих заболеваний особое внимание в последние 
годы уделяется разработке и совершенствованию 
методов иммунотерапии, в частности цитокинотера-
пии [1]. Фактор некроза опухоли α (ФНО-α) – при-
родный белок-цитокин, обладающий способностью 
тормозить рост и вызывать геморрагический некроз 
опухолей благодаря индукции апоптоза опухолевых 
клеток, повреждающему действию на сосуды опухо-
ли, активации иммунных противоопухолевых реак-
ций [2, 3]. Однако выраженные токсические эффек-
ты ФНО-α при его системном введении служат 
серьезным препятствием для применения препарата 
в онкологической практике. В связи с этим предпри-
нимаются многочисленные попытки улучшить тера-
певтические характеристики ФНО-α, среди которых 
особый интерес представляет разработка дизайна 
средств адресной доставки белка к клеткам-мишеням 
[4–6]. В опубликованных источниках есть сведения 
о создании препаратов ФНО-α в средствах доставки 
на основе наночастиц, полимеров, липосом [7–9]. 
Показано, что использование этих систем позволяет 
повысить накопление белка в ткани опухоли и, 
как следствие, его противоопухолевую активность. 
К их недостаткам можно отнести отсутствие в орга-
низме систем деградации компонентов транспортеров 
и возможность их кумуляции (средства доставки 
на основе неорганических частиц либо полученные 
с использованием синтетических полимеров), бы-
струю элиминацию из организма клетками-фагоци-
тами (липосомы), нестабильность в биологических 
средах.

Сотрудниками ГНЦ ВБ «Вектор» была разрабо-
тана и запатентована оригинальная молекулярная 
конструкция, названная вирусоподобной частицей 
(ВПЧ), для транспортировки белков с целью их за-
щиты от протеаз и увеличения накопления в ткани 
опухоли [10]. Конструкция представляет собой ча-
стицу, ядро которой состоит из двуспиральной РНК 
дрожжей Saccharomyces cerevisiae, покрытой слоем 
конъюгата декстрана (полиглюкина) со спермиди-
ном, удерживаемого за счет ионного взаимодействия 
между отрицательно заряженным полинуклеотидным 
комплексом и положительно заряженным сперми-
дином, а ФНО-α ковалентно связан с активирован-
ным полиглюкином. Было показано, что введение 

ФНО-α в составе ВПЧ интактным мышам и мышам 
с трансплантированной карциномой Эрлиха приво-
дило к удлинению периода его циркуляции в крове-
носном русле и повышению противоопухолевой ак-
тивности [11]. Препарат обладал тропностью к ткани 
опухоли и коже, что позволяет предполагать возмож-
ность его применения для лечения злокачественных 
новообразований, в частности меланомы [12].

Цель исследования – изучение противоопухоле-
вого действия препарата ФНО-α в составе средства 
доставки на экспериментальной модели меланомы 
мышей B16F10.

Материалы и методы
В экспериментах использовали препарат реком-

бинантного ФНО-α человека в составе искусственной 
ВПЧ (ВПЧ-ФНО-α), лиофилизат для приготовления 
раствора для внутривенного введения, полученный 
в соответствии с Патентом РФ № 2386447, с концен-
трацией белка 0,1 мг / мл и цитолитической активно-
стью 1,55 × 107 МЕ / мг. Опухолевый штамм меланомы 
мышей B16F10 получен из коллекции опухолевых 
штаммов НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина (Мо-
сква).

Для моделирования опухолевого процесса ис-
пользовали мышей линии С57ВL / 6 обоего пола 
с массой тела 20–23 г, полученных из отдела экспе-
риментального биомоделирования НИИ фармако-
логии и регенеративной медицины им. Е. Д. Гольд-
берга Томского НИМЦ. Животные содержались 
группами по 8–10 особей в пластиковых клетках 
в условиях естественного освещения на стандартном 
рационе со свободным доступом к воде и пище. Ра-
бота выполнена с соблюдением СП 2.2.1.3218–14 
«Санитарно-эпидемиологические требования 
к устройству, оборудованию и содержанию экспери-
ментально-биологических клиник (вивариев)» и меж-
дународных рекомендаций Европейской конвенции 
о защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментов или в иных научных целях (Страсбург, 
1986). Протокол-заявка № ИМБТ / 03–09.2016 на ис-
пользование лабораторных животных утвержден Био-
этической комиссией ГНЦ ВБ «Вектор» (протокол 
№ 4 от 12.09.2016).

Клетки меланомы B16F10 трансплантировали 
мышам внутримышечно в дозе 1 × 106 кл / мышь в объ-
еме 0,1 мл. Внутримышечный способ перевивки 

resulted in the increase of necrosis number, destruction level of the tumor tissue, development of damage and destruction of the tumor 
blood vessels and its infiltration with immunocompetent cells.
Conclusion . The obtained data indicates that TNF-α within the delivery system exerts antitumor activity, which suggests the possibility 
of its further use for the treatment of malignant neoplasms, in particular, melanoma.

Key words: tumor necrosis factor α, virus-like particle, melanoma, tumor growth inhibition
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опухолевых клеток был выбран, исходя из особенно-
стей противоопухолевого действия препарата ФНО-α. 
Поскольку одним из основных механизмов является 
деструктивное влияние ФНО-α на сосуды опухоли, 
максимальный эффект препарата следовало ожидать 
в отношении экспериментальных опухолей с разви-
той сосудистой системой, что в большей степени 
обеспечивается внутримышечной перевивкой опу-
холи по сравнению с классическим подкожным вве-
дением [1, 13].

Препарат ВПЧ-ФНО-α вводили внутривенно 
в дозах 5 × 104 или 1 × 105 МЕ / мышь (3 и 6 мкг соот-
ветственно) в объеме 0,5 мл трех- либо пятикратно, 
через день, начиная инъекции с 11-х суток после пе-
ревивки опухоли. Контрольным мышам в те же сро-
ки вводили внутривенно физиологический раствор. 
Основанием для выбора доз и сроков начала введения 
препаратов ФНО-α послужили данные исследований 
J. M. Farma и соавт., а также результаты собственных 
экспериментов по изучению противоопухолевой ак-
тивности препаратов ФНО-α и ВПЧ-ФНО-α [8, 10, 
11, 13, 14].

На 11, 14, 16, 18 и 21-е сутки после перевивки 
опухоли проводили замер линейных размеров опу-
холи, рассчитывали объем опухолевого узла и про-
цент торможения роста опухоли (ТРО). Объем опу-
холи вычисляли по формуле:

V (мм3) = a × b2 / 2,

где a, b – длина, ширина опухоли соответственно (мм).
Для расчета процента ТРО использовали формулу:

ТРО (%) = (V
к
 – V

о
) / V

к
 × 100,

где V
к
 – средний показатель объема опухоли в кон-

трольной группе; V
о
 – средний показатель опытной 

группы.
Эвтаназию животных методом мгновенной дис-

локации шейных позвонков и взятие образцов опу-
холи для гистологического исследования проводили 
через 1 сут после окончания курса инъекций.

Гистологические препараты опухолей после 
24-часовой фиксации в 4 % растворе параформаль-
дегида готовили по общепринятой методике; срезы 
толщиной 3–5 мкм окрашивали гематоксилин-эози-
ном и по методу пикро-Маллори. Для проведения 
иммуногистохимического анализа парафиновые сре-
зы монтировали на стекла, покрытые полилизином 
(Thermo Scientific, США). Для выявления маркеров 
CD11b и CD3 использовали кроличьи моноклональ-
ные антитела (Abcam, Великобритания). Срезы до-
крашивали гематоксилином Эрлиха и заключали 
в глицерин-желатин. Полученные препараты иссле-
довали с помощью светового микроскопа Leica DM 

2500 (Германия), фотосъемку осуществляли с помо-
щью цифровой камеры Leica DFC420 C.

Статистическую обработку данных проводили 
с помощью пакета программ Statgraphics PLUS Version 
5.0 (Statistical Graphics Corporation, USA) либо Statis-
tica 8. Рассчитывали групповые показатели суммар-
ной статистики: среднюю арифметическую и ошиб-
ку средней. Нормальность распределения признаков 
(показателей) оценивали с помощью критерия Ша-
пиро–Уилка. Для оценки значимости межгрупповых 
различий нормально распределенных признаков 
применяли t-критерий Стъюдента, в противном слу-
чае использовали U-критерий Манна–Уитни. Кри-
тический уровень значимости при проверке стати-
стических гипотез (р) принимали равным 0,05.

Результаты и обсуждение
исследование влияния препарата вПч-Фно-α 
на рост первичной опухоли
На рис. 1 представлена динамика изменения раз-

меров экспериментальных опухолей на фоне введе-
ния препарата ВПЧ-ФНО-α в течение 16 сут после 
перевивки опухоли. Как видно из приведенных дан-
ных, 3-кратное внутривенное введение препарата 
в дозах 5 × 104 и 1 × 105 МЕ оказывало достоверное 
ингибирующее действие на рост меланомы B16F10. 
Максимально выраженный эффект наблюдался через 
1 сут после 3-й инъекции препарата: ТРО в группе 
мышей, которым препарат вводили в дозе 5 × 104 МЕ, 
составляло 57 %, в дозе 1 × 105 МЕ – 64 %. Объем 

рис. 1. Влияние 3-кратного введения препарата фактора некроза 
опухоли α в составе искусственной вирусоподобной частицы 
(ВПЧ-ФНО-α) в дозах 5 × 10 4 или 1 × 10 5 МЕ / мышь на скорость 
роста меланомы B16F10 у мышей C57Bl / 6; *различия статистически 
значимы (р ≤0,05) по сравнению с показателем контроля

Fig. 1. Effect of threefold administration of tumor necrosis factor α within artificial 
virus-like particle (VLP-TNF-α) at the doses of 5 × 10 4 or 1 × 10 5 IU / mouse 
on the growth rate of B16F10 melanoma in C57Bl / 6 mice; *significant 
difference from control, р ≤0.05
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опухоли в этот срок был равен 866 ± 90 и 716 ± 90 мм3 
соответственно при контрольном уровне показателя 
2011 ± 150 мм3.

Однако дальнейшее наблюдение показало уско-
рение роста опухоли в опытных группах по оконча-
нии курса введения препарата. Так, в группе мышей, 
которым препарат вводили в дозе 1 × 105 МЕ, через 
7 сут после окончания введений объем опухоли до-
стигал 3038 ± 208 мм3 при контрольном уровне пока-
зателя 3910 ± 406 мм3 (ТРО 22 %). Аналогичная тен-
денция наблюдалась в группе мышей, которым 
препарат вводили в дозе 5 × 104 МЕ. То есть исполь-
зование этой схемы лечения не обеспечивало дли-
тельного ингибирования роста опухоли.

Более продолжительный эффект наблюдали в слу-
чае курсового 5-кратного, с интервалом в 1 день, 
введения препарата в дозе 1 × 105 МЕ (рис. 2). Эффект 
ингибирования был отмечен после 2-й инъекции 
препарата и сохранялся в течение всего периода на-
блюдения. Средний объем опухоли у мышей этой 
группы на 21-е сутки после перевивки (2-е сутки после 
окончания введения) составлял 2090 ± 171 мм3, на 
25-е сутки – 3981 ± 410 мм3, что ниже соответствующих 
контрольных показателей в 1,9 и 1,5 раза (3910 ± 
406 мм3 на 21-е сутки, 6062 ± 2425 мм3 на 25-е сутки). 
В группе мышей, которым препарат вводили в дозе 
1 × 105 МЕ / мышь 5-кратно, было отмечено увеличе-
ние средней продолжительности жизни животных 
до 30,8 ± 0,6 дня, что на 21 % больше, чем в контроль-
ной группе (24,3 ± 0,6 дня) (различия достоверны, 
р ≤0,05).

Полученные данные свидетельствуют о том, что 
препарат ВПЧ-ФНО-α обладает способностью тор-
мозить рост экспериментальной опухоли меланомы 
В16F10 и увеличивать продолжительность жизни 
мышей-опухоленосителей. Наиболее выраженный 
и стабильный противоопухолевый эффект был отме-
чен при 5-кратном внутривенном введении препара-
та в дозе 1 × 105 МЕ / мышь с интервалом в 1 день.

исследование влияния фактора некроза 
 опухоли α в составе искусственной 
 вирусоподобной частицы на морфологию 
 экспериментальной опухоли
Как известно, противоопухолевый эффект ФНО-α 

реализуется, помимо цитотоксического воздействия 
на клетки опухоли, посредством 2 основных меха-
низмов: через повреждение кровеносных сосудов 
опухоли и индукцию противоопухолевого иммунно-
го ответа [15, 16]. В связи с этим для уточнения ме-
ханизмов действия ФНО-α в средстве доставки было 
проведено исследование морфологии первичной 
опухоли, состояния кровеносных сосудов и присут-
ствия эффекторных клеток иммунной системы в тка-
ни опухоли после внутривенного введения препарата 
в сравнении с показателями контрольных животных.

На гистологических срезах опухолевых узлов ме-
ланомы B16F10, трансплантированной мышам 
C57Bl / 6 контрольной группы, наблюдали участки 
некроза и зоны деструктивных изменений клеток, 
занимающих около 50 % площади среза через 1 сут 
после последнего введения физиологического раст-
вора (16-е сутки после перевивки) и 45 % – через 7 сут 
после окончания инъекций (21-е сутки после пере-
вивки). Деструктивные изменения меланомы сопро-
вождались отеком ткани. Визуально неизмененные 
опухолевые клетки были плотно расположены, их гра-
ницы плохо различались. Эти клетки занимали около 
30–40 % (у 3 из 5 мышей) и 50–70 % (у 2 из 5 мышей) 
площади среза опухолевого узла. В участках некроза 
и зонах деструкции целостность кровеносных сосудов 
была нарушена, наблюдались выход эритроцитов 
в поврежденную ткань опухоли и разрушение неко-
торых сосудов.

Площадь участков некроза и зон деструкции 
(43 %) на гистологических срезах меланомы B16F10 
через 1 сут после последнего введения ВПЧ-ФНО-α 
в дозе 5 × 104 МЕ достоверно не отличалась от пара-
метров контрольной группы. Однако отек ткани в зо-
нах деструкции был более выраженным.

На срезах опухолевых узлов, взятых через 1 сут 
после окончания инъекций ВПЧ-ФНО-α в дозе 
1 × 105 МЕ / мышь, выявлено более обширное повреж-
дение опухолевой ткани по сравнению с контрольной 
группой и группой мышей, получавших препарат 
в меньшей дозе. Участки некроза и зоны деструкции 

рис. 2. Влияние внутривенного введения препарата фактора некро-
за опухоли α в составе искусственной вирусоподобной частицы 
(ВПЧ-ФНО-α) в дозе 1 × 105 МЕ / мышь, трех- или пятикратно, 
на скорость роста меланомы B16F10; *различия статистически 
значимы (р ≤0,05) по сравнению с показателем контроля

Fig. 2. Effect of threefold and fivefold administration of tumor necrosis 
factor α within artificial virus-like particle(VLP-TNF-α) at the dose of 1 × 
105 IU / mouse on the growth rate of B16F10 melanoma; * significant dif-
ference from control, p ≤0.05
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занимали около 80–90 % площади среза опухоли. 
В зонах деструкции опухолевых узлов наблюдались 
отек, клеточный детрит, измененные клетки мелано-
мы, поврежденные сосуды. В то же время в ткани 
опухоли нередко встречались опухолевые клетки 
в состоянии митоза (рис. 3а). В зонах некроза и де-
струкции обнаружены структуры, по морфологии 
и размеру сходные с метафазными хромосомами опу-
холевых клеток, окрашенными базофильно (рис. 3б). 
По-видимому, введение препарата оказывает деструк-
тивное действие на делящиеся клетки меланомы, 
в результате разрушения которых метафазные хро-
мосомы оказываются в межклеточном пространстве. 
В ткани опухоли чаще, чем в других группах, наблю-

дались коллагеновые волокна (рис. 3в), указывающие 
на «оголение» соединительнотканой стромы вслед-
ствие разрушения опухолевых клеток. У 2 из 5 мышей 
отмечено замещение участка некроза соединитель-
ной тканью на ~5–7 % площади среза опухоли. Не-
измененные опухолевые клетки занимали ~10–15 % 
площади среза. В опухолевых узлах отмечено по-
вреждение ~70 % всех кровеносных сосудов, пре-
имущественно в участках некроза и зонах деструкции 
опухолевой ткани (рис. 3г). У 1 из 5 мышей повреж-
дены все кровеносные сосуды опухоли.

Таким образом, введение препарата ВПЧ-ФНО-α 
приводит к выраженным деструктивным изменени-
ям клеток меланомы B16F10 и кровеносных сосудов, 

рис. 3. Гистологические срезы меланомы B16F10, привитой мышам C57Bl / 6, через 1 сут после последнего введения фактора некроза опухо-
ли α в составе искусственной вирусоподобной частицы (1 × 105 МЕ / мышь): a – митозы в ткани опухоли (выделены пунктирной линией); 
б – внеклеточные структуры, сходные с хромосомами, окрашенные базофильно (выделены пунктирной линией); в – кровеносные сосуды 
с поврежденными стенками, агрегацией и лизисом эритроцитов (стрелки) в окружении поврежденных клеток опухоли (зона деструкции); 
г – коллагеновые волокна в опухоли (синего цвета), показан кровеносный сосуд с агрегировавшими эритроцитами (стрелка). Световая ми-
кроскопия, окраска гематоксилин-эозином (а–в) и пикро-Маллори (г)

Fig. 3. Histological sections of B16F10 melanoma inoculated into C57Bl / 6 mice, a day after the last administration of tumor necrosis factor α (1 × 105 IU / mouse): 
a – mitoses in the tumor tissue (marked with circles); б – extracellular structures similar to chromosomes, basophilic staining (marked with circles);  
в – blood vessels with damaged walls, aggregation and lysis of erythrocytes (arrows) surrounded by damaged tumor cells (destruction zone); г – col-
lagen fibers in the tumor (blue), a blood vessel with aggregated erythrocytes (arrow). Light microscopy, hematoxylin-eosin (a–в) and picro-Mallory 
(г) staining
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степень которых несколько варьирует у разных жи-
вотных, что может быть обусловлено их индивиду-
альными особенностями. Очевидно, наблюдаемое 
уменьшение размера опухоли обусловлено данными 
изменениями.

Чтобы проверить предположение об активации 
под действием ВПЧ-ФНО-α противоопухолевой им-
мунной реакции, был проведен иммуногистохими-
ческий анализ эффекторных клеток иммунной си-
стемы (Т-лимфоцитов, моноцитов и гранулоцитов), 
которые выявляли по наличию маркеров CD3 и CD11b.

На срезах узлов меланомы B16F10 мышей кон-
трольной группы немногочисленные CD3+-клетки 
(Т-лимфоциты) встречались в соединительной ткани, 
прилежащей к опухоли, в визуально неповрежденной 
и разрушающейся ткани меланомы (рис. 4). В опытных 
группах мышей отмечено снижение числа CD3+-кле-
ток в соединительной ткани и увеличение в опухоли. 
Количество CD3+-клеток при введении препарата 
в дозе 5 × 104 МЕ / мышь возрастало в неповрежденной 
опухолевой ткани, тогда как введение препарата в до-
зе 1 × 105 МЕ / мышь приводило к увеличению числа 

рис. 4. Число CD3+-клеток в разных участках меланомы B16F10 у мышей: а – в визуально неповрежденной ткани; б – в разрушенной ткани 
опухоли; в – в соединительной ткани, окружающей опухоль; * – достоверные отличия; р ≤0,05 по сравнению с контрольной группой; г – 
CD3+-клетки в ткани меланомы (окрашены в красный цвет), хромоген AEC, докраска гематоксилином

Fig. 4. Number of CD3+-cells in different parts of B16F10 melanoma in mice: a) in the visually intact tissue; б – in the damaged tumor tissue; в – in the 
connective tissue surrounding the tumor; * – significant differences; p ≤0.05, compared to the control group; г – CD3+-cells in melanoma tissue (stained 
red), AEC chromogen, additional staining with hematoxylin
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меченых клеток в разрушенной или разрушающейся 
ткани опухоли. Это наблюдение указывает на влияние 
препарата на миграцию в опухоль эффекторных кле-
ток иммунной системы, механизмы которого нужда-
ются в дополнительном исследовании.

Введение ВПЧ-ФНО-α в дозе 5 × 104 МЕ / мышь 
животным с трансплантированной меланомой B16F10 
сопровождалось повышением в опухоли числа кле-
ток, экспрессирующих рецептор адгезии CD11b (гра-
нулоциты, моноциты). CD11b+-клетки локализовались 
поодиночке и в виде небольших скоплений исклю-
чительно в разрушенной и разрушающейся ткани 
меланомы, а их количество в 2,5 раза превышало 
контрольный уровень (110 ± 15 клеток в поле зрения 
при ×400, в контрольной группе – 44 ± 6, р ≤0,05).

Как известно, инфильтрация опухолевых узлов 
лимфоцитами указывает на активацию противо-
опухолевых иммунных реакций, приводящих к де-
струкции опухолевой ткани [17, 18]. Способность 
цитокинов индуцировать миграцию (рекрутирова-
ние) лейкоцитов, особенно Т-клеток, в опухоль 
является одним из наиболее привлекательных 
свойств этих белков с точки зрения иммунотерапии 
рака [19, 20]. Можно предположить, что наблюда-
емый рост числа CD3+- и CD11b+-лимфоцитов при 
введении ВПЧ- ФНО-α является одним из факто-
ров, определяющих эффективность его противо-
опухолевого действия.

Таким образом, данные гистологического и иммуно-
гистохимического исследования меланомы B16F10, 
привитой мышам C57Bl / 6 и подвергнутой воздей-
ствию препарата ВПЧ-ФНО-α, подтверждают, что 
наиболее выраженным разрушительным влиянием 
на опухоль обладает препарат в дозе 1 × 105 МЕ / мышь. 
Деструктивное воздействие затрагивает как опухолевые 
клетки, так и кровеносные сосуды. Препарат способст-
вует увеличению количества CD3+- и CD11b+-лимфо-
цитов в ткани меланомы, что подтверждает наличие 
у него иммуномодулирующего действия.

Заключение
Проведенное исследование показало, что внутри-

венное введение препарата ФНО-α в составе средства 
доставки ВПЧ оказывает противоопухолевый эффект 
на меланому B16F10, который выражается в замедлении 
роста и деструктивных изменениях первичного опухо-
левого узла. Наиболее выраженным и стабильным эф-
фект препарата был при его 5-кратном введении в дозе 
1 × 105 МЕ / мышь. Деструкция опухолевой ткани 
под действием ВПЧ-ФНО-α сопровождалась разруше-
нием кровеносных сосудов опухоли и повышением 
в опухолевой ткани содержания эффекторных клеток 
иммунной системы. Полученные данные позволяют 
предполагать возможность успешного применения пре-
парата ВПЧ-ФНО-α в дальнейшем для лечения злока-
чественных новообразований, в частности меланомы.
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