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Обзоры литературы

ПАПИЛЛОМАВИРУСНЫЙ КАНЦЕРОГЕНЕЗ.  
ОСНОВНЫЕ ДОСТИЖЕНИЯ И НЕКОТОРЫЕ ПРОБЛЕМЫ. 

ЧАСТЬ 3. ТРИ УРОВНЯ ПРОФИЛАКТИКИ и лечения 
РАКА ШЕЙКИ МАТКИ*

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

Для предупреждения рака шейки матки, распространенного онкологического заболевания женщин, вызываемого онкогенны-
ми вирусами папилломы человека, созданы эффективные профилактические вакцины. Всемирная организация здравоохране-
ния разработала программу борьбы с этим заболеванием, включающую профилактические прививки подростков, скрининг 
предраковых нарушений эпителия шейки матки, а также лечение опухоли, если она возникла. Совершенствуется диагности-
ка рака шейки матки, ведется разработка терапевтических вакцин против вируса папилломы человека. В обзоре рассмо-
трены основные успехи в области предупреждения рака шейки матки, а также ряд нерешенных проблем.

Ключевые слова: рак шейки матки, предупреждение, диагностика, терапевтические вакцины

Для цитирования: Волгарева Г. М. Папилломавирусный канцерогенез. Основные достижения и некоторые проблемы. Часть 3. 
Три уровня профилактики и лечения рака шейки матки. Российский биотерапевтический журнал 2020;19(3):6–11.

DOI: 10.17650/1726-9784-2020-19-3-6-11	

PAPILLOMAVIRAL CARCINOGENESIS. SIGNIFICANT ACHIEVEMENTS AND SPECIFIC CHALLENGES.  
PART 3. THREE LEVELS OF CERVICAL CANCER PREVENTION AND treatment*

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

Efficient prophylactic vaccines have been developed to prevent cervical cancer, a frequent female oncological disease caused by carcino-
genic human papillomaviruses. World Health Organization worked out the program for prophylaxis of cervical cancer and control of the 
disease. It includes preventive adolescent vaccinations, screening of precancerous cervical lesions in women as well as cervical cancer 
treatment if originated. Cervical cancer diagnostics is being improved, development of therapeutic human papillomaviruses vaccines is in 
progress. The review deals with major achievements and certain challenges in the field of cervical cancer prevention.

Key words: cervical cancer, prevention, diagnostics, therapeutic vaccines

For citation: Volgareva G. M. Papillomaviral carcinogenesis. Significant achievements and specific challenges. Part 3. Three levels of cervical 
cancer prevention and treatment. Rossiyskiy bioterapevticheskiy zhurnal = Russian Journal of Biotherapy 2020;19(3):6–11. (In Russ.).

*Часть 1 см.: Волгарева Г.М. Папилломавирусный канцерогенез. Основные достижения и некоторые проблемы. Часть 1. Общие 
представления о папилломавирусах. Формы рака, ассоциированные с вирусами папилломы человека. Российский биотерапевтиче-
ский журнал 2020;19(1):6–12. 
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Три рубежа борьбы с раком шейки матки
Рак шейки матки (РШМ) – предотвратимое за-

болевание, однако это одна из  основных причин 
смерти женщин от злокачественных новообразований 
в мире.

Подавляющее большинство женщин и мужчин, 
заражаясь при половых контактах онкогенными ви-
русами папилломы человека (ВПЧ), в  дальнейшем 
избавляются от этой инфекции. У некоторых из зара-
женных женщин предраковые повреждения эпителия 
шейки матки и РШМ развиваются на фоне хрониче-
ской инфекции онкогенными ВПЧ, одним или одно-
временно несколькими типами этих вирусов. Латент-
ный период между заражением вирусом и выявлением 
раковой опухоли может длиться 10–20 лет и более [1].

Полная программа предупреждения РШМ и конт
роля за заболеваемостью данной формой рака и смерт
ностью от него, согласно рекомендации Всемирной 
организации здравоохранения, включает действия 
на 3 рубежах:

• первичная профилактика (вакцинация подрост-
ков в возрасте 9–13 лет до начала половой жизни);

• вторичная профилактика (доступность скрининга 
и лечение в случае, если выявлен предрак шейки 
матки);

• лечение РШМ (хирургическое вмешательство, 
химиотерапия, лучевая терапия), а также оказа-
ние паллиативной помощи больным [2].
Введение девочкам до полового дебюта одной из 3 

доступных на  сегодня профилактических вакцин 
не  защищает их  от  последующего инфицирования 
абсолютно всеми типами онкогенных ВПЧ. Вакци-
нации молодых женщин, практикуемые во  многих 
странах и предупреждающие новые случаи зараже-
ния, не  излечивают от  уже возможно имеющейся 
у этих женщин ВПЧ-инфекции. В связи с этим про-
вакцинированные девочки и женщины в дальнейшем 
наряду с  невакцинированными должны проходить 
скрининг дисплазий и РШМ.

Скрининг включает визуальный осмотр, цитоло-
гический мазок и ВПЧ-тестирование. В случае поло-
жительного результата скрининга пациентке должно 
быть оказано лечение (электрическая, лазерная, ра-
диоволновая или криохирургия).

В России в соответствии с приказом Министер-
ства здравоохранения Российской Федерации от 1 но-
ября 2012 г. № 572н «Об утверждении порядка оказа-
ния медицинской помощи по профилю «акушерство 
и  гинекология» (за  исключением использования 
вспомогательных репродуктивных технологий)» жен-
щинам 1‑й и 2‑й групп здоровья (практически здо-
ровые женщины, не нуждающиеся в диспансерном 
наблюдении, и женщины с риском возникновения 
патологии репродуктивной системы) рекомендуются 
профилактические осмотры 1 раз в  год. В соответ-

ствии с  приказом Министерства здравоохранения 
Российской Федерации от 3 февраля 2015 г. № 36ан 
«Об утверждении порядка проведения диспансери-
зации определенных групп взрослого населения» 
проведение цитологического исследования мазка 
шейки матки и цервикального канала рекомендует-
ся с  частотой 1 раз в  3  года пациенткам с  21  года 
до 69 лет.

Кроме этого, рекомендуется придерживаться сле-
дующего подхода к цервикальному скринингу:

–– 21 год – начало скрининга;
–– 21–29 лет – проведение цитологии не реже 1 раза 
в 3 года;

–– 30–69 лет – анализ на цитологию и ВПЧ не реже 
1 раза в 5 лет;

–– 69 лет – конец скрининга (при условии предыду-
щего адекватного скрининга и  при  отсутствии 
в течение 20 лет умеренных дисплазий, CIN II).
Отечественная программа профилактики РШМ 

изложена в письме Министерства здравоохранения 
Российской Федерации от 2 ноября 2017 г. № 15–4 / 
 10 / 2–7676 о направлении клинических рекомендаций 
(протокола лечения) «Доброкачественные и предра-
ковые заболевания шейки матки с позиции профи-
лактики рака» [3]. Ознакомиться с его полным содер-
жанием можно по адресу: https://www.garant.ru / prod
ucts / ipo / prime / doc / 71716538 / .

Клеточный белок p16INK4a как суррогатный маркер 
рака шейки матки
Наметившаяся в последние десятилетия в разви-

тых странах тенденция к снижению показателей за-
болеваемости РШМ и смертности от него обуслов-
лена главным образом проведением в этих странах 
массового скрининга, позволяющего диагностиро-
вать ранние формы рака и предрака.

Основным скрининговым тестом в этом случае 
остается применяемый уже более 70 лет цитологиче-
ский мазок, предложенный G. N.  Papanicolaou [4] 
и известный как Рар-тест. Цитологическое исследо-
вание сегодня используется и при оценке эффектив-
ности профилактических ВПЧ-вакцинаций [5, 6]. 
Однако иногда этот тест дает как ложноположитель-
ные, так и  ложноотрицательные результаты. В 1‑м 
случае это влечет за собою необоснованное хирурги-
ческое вмешательство, психоэмоциональные стрессы 
для пациенток и неоправданные экономические за-
траты, во 2‑м – запоздалое выявление опухоли, хуже 
поддающейся лечению. Более трудоемкое, чем при-
готовление и анализ цитологического мазка, гисто-
логическое исследование (диагностическая биопсия) 
эффективно тоже не  в  100  % случаев, поскольку 
по объективным причинам заключения нескольких 
гистологов, анализирующих один и тот же материал, 
иногда не совпадают [7].
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В этих условиях оказалась актуальной разработка 
дополнительных тестов для  диагностики РШМ 
с определением места этих тестов в системе уже име-
ющихся. Внимание нескольких групп исследовате-
лей, в том числе и наше, в качестве потенциального 
маркера неопластических изменений в клетках эпи-
телия шейки матки привлек белок p16INK4a [8–10], 
ингибитор циклинзависимых киназ CDK4 / 6, коди
руемый геном-супрессором опухолевого роста CDKN2A 
[11]. Этот ген – один из главных элементов регуля-
торного пути СDK-RB-E2F: связываясь с CDK4 / 6, его 
белковый продукт p16INK4a препятствует фосфорили
рованию белка pRB, последний продолжает связы-
вать транскрипционные факторы E2F, и клетка за-
держивается на  стадии G1, не  переходя в  S-фазу. 
CDKN2A в опухолях различных локализаций подвер
гается гомозиготным делециям, инактивируется 
вследствие точковых мутаций, гиперметилирования, 
при этом белок p16INK4a не экспрессируется [12]. Осо-
бенность РШМ cостоит в том, что онкобелок Е7 ВПЧ 
типов высокого риска инактивирует белок pRB [13]. 
Регуляторный путь СDK-RB-E2F оказывается выве
денным из строя, а статус гена-супрессора CDKN2A 
и его белкового продукта становится неважен клетке, 
поскольку их функция осуществлялась выше в цепи 
передачи сигнала от произошедшей поломки, и вне 
зависимости от их статуса клетка с инактивированным 
pRB беспрепятственно минует контрольную точку 
клеточного цикла G1 / S. Функционально активный 
pRB оказывает негативное воздействие на экспрессию 
CDKN2A на уровне транскрипции [14].

Иммуногистохимическое (иммуноцитохимиче-
ское) исследование экспрессии белка p16INK4a оказа
лось перспективным дополнительным методом ранней 
диагностики диспластических и  неопластических 

изменений в эпителии шейки матки, позволяющим 
уменьшить долю ложноотрицательных результатов 
традиционного Рар-теста [7–10].

На  рисунке представлены результаты детекции 
клеточного белка p16INK4a в дисплазиях шейки матки 
в иммуногистохимическом тесте.

В настоящее время этот тест успешно использу-
ется для уточнения диагноза и тактики лечения у жен-
щин с  подтвержденной инфекцией цервикального 
эпителия онкогенными ВПЧ и аномальными клет-
ками в цитологическом мазке [15–17].

О разработке терапевтических вакцин
Предсуществовавшая в организме на момент вве-

дения профилактической вакцины ВПЧ-инфекция 
не  излечивается с  помощью этой процедуры, по-
скольку в  зараженной клетке базального эпителия 
структурный белок вируса L1, мишень нейтрализу-
ющих антител, не экспрессируется. Для индивидуу-
мов, уже инфицированных ВПЧ, профилактическая 
вакцина окажется полезной только в плане защиты 
от повторных заражений (см. «О вакцинациях «вдо-
гонку» [18]), но  не  для  удаления клеток, несущих 
геном вируса.

Создание терапевтических ВПЧ-вакцин – крайне 
актуальная задача в первую очередь для стран с не-
высоким уровнем экономического развития, где не 
проводится или проводится с недостаточным охватом 
населения профилактическая ВПЧ-вакцинация, от-
сутствует скрининг предраковых дисплазий шейки 
матки у женщин и где ВПЧ-инфекция нередко про-
является лишь в виде раковой опухоли. Разработка 
таких препаратов ведется, некоторые из них проходят 
клинические испытания. Однако на сегодня ни один 
из этих препаратов в практику пока не внедрен.

Выявление клеточного белка p16INK4a в дисплазиях шейки матки в иммуногистохимическом тесте: a – экспрессия вирусных генов в CIN I 
ограничена только дифференцированными клетками, в базальном и парабазальном слоях гиперэкспрессии p16INK4a не наблюдается, в этом 
повреждении продуцируется вирус (стрелкой указан койлоцит – клетка с увеличенным ядром, возникшая вследствие цитопатического 
действия вируса; отражает активную фазу размножения вируса), однако процесс трансформации еще не начался; б – CIN II, начался 
процесс трансформации: на нерегулируемую экспрессию E6 / E7 указывает гиперэкспрессия p16INK4a в базальном и парабазальном клеточных 
слоях; в – в ходе прогрессии к тяжелой дисплазии (CIN III) p16INK4a-положительные клетки распространяются в промежуточные и поверх-
ностные слои эпителия

Detection of cellular protein p16INK4a in cervical dysplasias by means of immunohistochemistry: а – viral genes’ expression in CIN I is limited only 
to differentiated cells, p16INK4a is not overexpressed in basal and parabasal layers, virus is replicated in the injury (the arrow indicates coilocyte – a cell 
with an enlarged nucleus, appearing as a result of viral cytopathic action; reflects the active phase of viral replication), though transformation has not 
begun yet; б – CIN II, transformation has begun: p16INK4a overexpression in basal and parabasal cell layers indicates unregulated E6 / E7 expression; 
в – while progressing to severe dysplasia (CIN III), p16INK4a-positive cells spread to the intermediate and superficial layers of the epithelium

а б в
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Идеальными мишенями для разработки терапев-
тических ВПЧ-вакцин признаны онкогены Е6 и Е7 
ВПЧ типов высокого риска, поскольку они постоян-
но экспрессируются в ВПЧ-индуцированных тяже-
лых дисплазиях и карциномах. Замедление прогрес-
сии этих новообразований и  спонтанный клиренс 
наблюдаются при выраженном клеточном иммунном 
ответе, обеспечиваемом Т-хелперами, а также цито-
токсическими Т-лимфоцитами, CD4+- и CD8+-Т-клет
ками соответственно [19, 20].

Значимую роль в распознавании клеток, зара-
женных ВПЧ, играют присутствующие в эпителии 
антигенпрезентирующие дендритные клетки, которые 
стимулируют CD4+- и CD8+-Т-клетки. Основанные 
на  дендритных клетках терапевтические ВПЧ-вак-
цины представляют собой либо клетки, нагруженные 
ВПЧ-специфическим белковым антигеном, либо 
клетки, в которые были трансдуцированы соответ-
ствующие гены ВПЧ, начинающие экспрессировать-
ся в этих клетках, – подготовленная таким обра-
зом дендритная вакцина вводится пациенту [21, 22]. 
Однако основанные на дендритных клетках терапев
тические ВПЧ-вакцины имеют ряд ограничений: 
необходимость получения от  каждого конкретного 
пациента достаточного количества дендритных клеток 
и, как следствие, высокую зависимость данной тех-
нологии от методик культивирования клеток in vitro, 
большие затраты труда и времени на приготовление 
индивидуального препарата, высокую стоимость 
и т. д. Перечисленные обстоятельства дают основание 
специалистам сомневаться в практической значимо-
сти этих разработок для проведения широкомасштаб-
ных терапевтических ВПЧ-вакцинаций [23].

Приведем 2 примера терапевтических ВПЧ-вак-
цин, в настоящее время находящихся в III фазе кли-
нических испытаний. Живая аттенуированная вак-
цина на  основе бактерии Listeria monocytogenes, 
секретирующая Е7 ВПЧ типа 16, при внутривенном 
введении оказалась сравнительно безопасной и вы-
зывала уменьшение размеров опухоли у некоторых 
больных инвазивным РШМ. ДНК-вакцина, пред-
ставляющая собой плазмиду, включающую гены Е6 
и Е7 ВПЧ типов 16 и 18, вводилась внутримышечно 
пациенткам с тяжелыми дисплазиями шейки матки, 
после чего по  месту инъекции давался небольшой 
электрический разряд (так называемая электропора-
ция in vivo). Процедура оказалась хорошо переносимой, 
у пациенток было отмечено образование ВПЧ-специ
фичных CD8+-T-клеток [23].

Заключение
Важнейшим результатом работ, посвященных 

папилломавирусному канцерогенезу, стало создание 
профилактических вакцин: 2‑валентной церварикс, 
4‑валентной гардасил и 9‑валентной Gardasil 9. Эти 

препараты безопасны, иммуногенны и эффективны 
в отношении ВПЧ-инфекций и состояний, предше-
ствующих РШМ.

Получение ответов на некоторые вопросы, свя-
занные с применением этих вакцин, потребует мно-
голетних наблюдений. Так, оценка реальной эффек-
тивности этих вакцин в отношении собственно РШМ 
пока не может быть дана, поскольку латентный пе-
риод между ВПЧ-инфицированием цервикального 
эпителия и возникновением рака может составлять 
несколько десятилетий. По предварительным оцен-
кам, церварикс и гардасил при введении их девочкам 
до  начала сексуальных контактов предупредят до 
70 % случаев РШМ, а Gardasil 9 – около 90 %.

Пока неясно, насколько длительно сохраняются 
в  организме вакцинированных антитела к  ВПЧ 
и не понадобятся ли по прошествии ряда лет повтор-
ные прививки.

Открытым остается и вопрос, не произойдет ли 
в  будущем на  уровне популяции замещение одних 
типов онкогенных ВПЧ другими, на сегодня минорны-
ми и поэтому не вошедшими ни в одну из созданных 
вакцин, если удастся достигнуть широкого охвата 
населения профилактическими ВПЧ-вакцинациями.

Комплекс проблем встает перед врачами и био-
логами с установлением того факта, что в некоторых 
семьях имеет место вертикальная передача онкоген-
ных ВПЧ от родителей новорожденным детям. Такие 
дети образуют группу повышенного риска развития 
ВПЧ-ассоциированных карцином головы и шеи, а так-
же аногенитальной сферы. Очевидно, что важно актив-
но выявлять таких детей, совершенствовать методы на-
блюдения за ними в клинике, исследовать особенности 
формирования у них иммунитета к ВПЧ-инфекциям, 
проверять, насколько эффективной окажется профи-
лактическая вакцинация этих детей, изучать их заболе-
ваемость другими инфекционными болезнями.

Целесообразность включения той или иной при-
вивки в национальный календарь вакцинаций нахо-
дится в  компетенции органов здравоохранения 
и определяется среди прочего финансовыми возмож-
ностями. Уместно в  связи с  этим упомянуть, что, 
согласно экспертным оценкам, стоимость комплекс-
ного лечения 1 случая РШМ в  России составляет 
около 1,1 млн руб.

Профилактическая вакцинация не  избавляет 
от предсуществующей инфекции онкогенными ВПЧ. 
Создание терапевтических вакцин против ассоции-
рованных с онкогенными ВПЧ заболеваний остается 
крайне актуальной задачей. В настоящее время не-
сколько терапевтических ВПЧ-вакцин проходят кли-
нические испытания.

В  соответствии с  рекомендациями Всемирной 
организации здравоохранения для  снижения забо
леваемости и смертности от ВПЧ-ассоциированных 
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Л И Т Е Р А Т У Р А  /  R E F E R E N C E S

болезней профилактическую ВПЧ-вакцинацию сле-
дует сопровождать программами скрининга, целесо-
образно включение в национальный календарь при-
вивок вакцинации подростков обоих полов.

Полная программа предупреждения РШМ 
и контроля за заболеваемостью данной распростра-
ненной формой рака и смертностью от него, соглас-
но рекомендации Всемирной организации здраво-
охранения, включает первичную профилактику 
(вакцинация подростков в возрасте 9–13 лет до на-
чала половой жизни), вторичную профилактику (до-
ступность скрининга и  лечение, если выявлен 
предрак шейки матки), лечение РШМ (хирургическое 
вмешательство, химиотерапия, лучевая терапия) 
и оказание паллиативной помощи больным.

В  России наблюдается тревожная тенденция: 
за период 2005–2015 гг. увеличились показатели за

болеваемости женщин РШМ и  смертности от 
него, в возрастной группе 30–39 лет смертность 
от РШМ вышла на 1‑е место среди всех причин 
смерти женщин от злокачественных новообразо-
ваний. В этот период возросла также заболеваемость 
некоторыми другими ВПЧ-ассоциированными 
формами аногенитального рака и  рака головы 
и шеи.

Для  контроля за  распространением ВПЧ-ин-
фекции в популяции и снижения уровня заболева-
емости ВПЧ-ассоциированными формами рака, 
в первую очередь РШМ, и смертности от этих он-
кологических заболеваний в России весьма акту-
ально включение профилактической ВПЧ-вакци-
нации в  национальный календарь прививок, 
а  также внедрение в  практику здравоохранения 
программ скрининга РШМ.
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Фитоадаптогены (женьшень, элеутерококк, родиола розовая, аралия и др.) обладают широким спектром биологической 
активности, поддерживая организм в состоянии неспецифически повышенной сопротивляемости к стрессовым воздействи-
ям. Во 2‑й части обзора приводятся сведения о нормализующем влиянии фитоадаптогенов на сердечно-сосудистую систему. 
Проводится анализ современных данных о противоопухолевых свойствах фитоадаптогенов в отношении влияния на возник-
новение и развитие опухолей, метастазирование, рецидивирование, развитие цитостатической болезни, подтверждающий 
перспективу их использования в создании препаратов для профилактики и биотерапии опухолевых заболеваний.

Ключевые слова: адаптогены, женьшень, элеутерококк, профилактическая онкология, геропротекторы, иммуномодуляторы, 
противоопухолевая терапия

Для цитирования: Бочарова О. А., Карпова Р. В., Бочаров Е. В. и др. Фитоадаптогены в биотерапии опухолей и гериатрии. 
(Часть 2). Российский биотерапевтический журнал 2020;19(3):12–20.

DOI: 10.17650/1726-9784-2020-19-3-12-20	

PHYTOADAPTOGENS IN THE TUMOURS BIOTHERAPY AND GERIATRICS (PART 2)*

O. A. Bocharova1, R. V. Karpova1, E. V. Bocharov1, A. A. Vershinskaya1, M. A. Baryshnikova1, 
I. V. Kazeev1, V. G. Kucheryanu2, M. V. Kiselevskiy1

1N.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

Phytoadaptogens (ginseng, eleutherococcus, rhodiola rosea, aralia, etc.) have a wide spectrum of biological activity, supporting the 
body in a state of nonspecific increased resistance to stress. The second part of the review provides information of the phytoadaptogens 
normalizing effects on the cardiovascular system. Analyzes current data on the antitumor properties of phytoadaptogens in relation to 
the effect on the onset and development of tumours, metastasis, recurrence, development of cytostatic disease, confirming the prospect of 
their using in drugs for prevention and biotherapy of tumour diseases.

Key words: adaptogens, ginseng, eleutherococcus, preventive oncology, geroprotectors, immunomodulators, antitumour therapy

For citation: Bocharova O. A., Karpova R. V., Bocharov E. V. et al. Phytoadaptogens in the tumors biotherapy and geriatrics. (Part 2). 
Rossiyskiy bioterapevticheskiy zhurnal = Russian Journal of Biotherapy 2020;19(3):12–20. (In Russ.).

*Часть 1 см.: Фитоадаптогены в биотерапии опухолей и гериатрии (Часть 1). Российский биотерапевтический журнал 2020;19(2):13–21. 
Past 1 see: Phytoadaptogens in the tumours biotherapy and geriatrics (Past 1). Russian Journal of Biotherapy 2020;19(2):13–21.

Введение
В 1‑й части обзора описаны антистрессорные, 

иммуно- и гормономодулирующие, нейропротек-
торные, а также улучшающие когнитивную дея-
тельность человека свойства фитоадаптогенов (ФА). 

Показано их синхронизирующее влияние на био-
ритмы. Наряду с этим при воздействии на инте-
гративные физиологические показатели нельзя 
забывать о благоприятном влиянии ФА на работу 
сердца.
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Фитоадаптогены и сердечно-сосудистая система
При изучении ФА были показаны их модулятор-

ные, типичные адаптогенные свойства в отношении 
сердечной деятельности. Например, при физической 
нагрузке, провоцирующей тахикардию, препараты 
женьшеня, элеутерококка и левзеи помогали норма-
лизовать сердечный ритм и восстановить работоспо-
собность [1]. Применение ФА (настойки родиолы или 
элеутерококка) у лиц с пониженным систолическим 
давлением приводило к его повышению, а на фоне 
повышенного давления давало гипотензивный эф-
фект [2]. Выяснилось, что адаптогены, препятствуя 
проникновению кальция внутрь клеток гладкой му-
скулатуры кровеносных сосудов, ослабляют их суже-
ние, что и приводит к нормализации давления [3].

Причины, влияющие на разнонаправленное дей-
ствие ФА, в  данном случае могут быть разными. 
В частности, входящие в состав женьшеня гинзено-
зиды Rg1 и Rb расширяют сосуды, повышая в сосу-
дистой стенке продукцию оксида азота, а за счет уси-
ления экспрессии фактора роста эндотелия сосудов 
активизируют ангиогенез и процессы неоваскуляри-
зации [4]. Гинзенозиды Rg3 и Rh2, наоборот, сужают 
сосуды, тормозят ангиогенез, индуцируя эндотели-
альную дисфункцию [5]. Сочетание в растении ве-
ществ с  обратными эффектами, вероятно, может 
служить молекулярной базой модуляторного влияния 
женьшеня на сердечно-сосудистую систему [6, 7].

Препараты многих ФА оказывают кардиопротек-
торное действие, уменьшая нарушения ритма серд-
ца [1]. ФА существенно ослабляют ухудшение коро-
нарного кровоснабжения и возникающую гипоксию 
(которая активирует процессы перекисного окисле-
ния липидов с последующей деструкцией клеточных 
элементов). В частности, схизандрин из лимонника 
защищал миокард от  кардиотоксичности противо
опухолевого антибиотика доксорубицина, снижая 
оксидантный стресс и повреждение кардиомиоцитов [8]. 
Гинзенозиды Rb, Ro, Re вызывали антиоксидантный 
эффект, предупреждая гибель кардиомиоцитов, вы-
зываемую перекисью водорода или  антибиотиком 
антимицином, за счет связывания пероксидных и ги-
дроксильных радикалов [9]. Кардиопротекторное 
влияние ФА обусловлено повышением устойчивости 
миокарда к адренергическим воздействиям. Их уси-
ление оказывается причиной стрессиндуцированно-
го повреждения сердечной мышцы, а активация адре-
норецепторов сопровождает ишемию. Поэтому 
эмоциональный стресс усиливает некротические 
явления миокарда, одновременно провоцируя арит-
мию. ФА проявляют антиадренергические свойства 
с  подавлением синтеза циклического аденозинмо
нофосфата аденилатциклазой, при этом не являясь 
β-адреноблокаторами [8]. Вероятно, ФА опосредо-
ванно влияют на аденилатциклазу, включая карди-

альные опиатные рецепторы через продукцию опи-
оидных пептидов, в  частности β-эндорфина [10]. 
Антиаритмические свойства ФА связаны в конечном 
итоге со снижением внутриклеточной концентрации 
свободных ионов кальция.

Между тем не одну сотню лет ФА рекомендуют 
в качестве антидиабетических средств из‑за усиления 
выработки β-эндорфина, активации μ-опиатных ре-
цепторов и  последующего повышения экспрессии 
белка-транспортера глюкозы [11]. Антитромботиче-
ские свойства ФА связывают с увеличением синтеза 
активаторов плазминогена (без  изменения генной 
экспрессии активатора урокиназного типа), с тормо-
жением агрегации тромбоцитов, индуцированным 
коллагеном или аденозинтрифосфатом [1].

Таким образом, накопленные к настоящему мо-
менту факты позволяют предполагать вероятность 
положительного воздействия ФА при ишемических 
патологиях сердца, сосудистых расстройствах, нару-
шениях сердечного ритма и реологических свойств 
крови.

Выявленные в  экспериментальных и  клиниче-
ских исследованиях антистрессорные, иммуно- и гор-
мономодулирующие, нейропротекторные, а также 
улучшающие когнитивную деятельность человека 
свойства адаптогенов при синхронизирующем воз-
действии на  биоритмы и  сердечную деятельность 
во многом объясняют интерес онкологов к этим пре-
паратам.

Противоопухолевые возможности  
фитоадаптогенов
Фитоадаптогены издавна используют в восточной 

медицине для борьбы с возрастными патологиями, 
к которым принадлежат и онкологические заболева-
ния. ФА можно рассматривать в  качестве средств 
профилактики и  предупреждения онкологических 
заболеваний, что  указывает на  их  специфическую 
адаптогенную активность. Кроме того, они обладают 
противоопухолевыми свойствами, поэтому, вероятно, 
можно говорить о лечебных возможностях ФА.

Изучая проблему противоопухолевой терапии 
применительно к ФА, Н. В. Лазарев сформулировал 
концепцию о состоянии неспецифически повышен-
ной сопротивляемости как основе лечебного эффек-
та ФА при разных патологиях, оправдывая положения 
восточной медицины об  универсальности их  дей-
ствия. В старости, когда онкологические заболевания 
возникают чаще, можно констатировать повышенную 
чувствительность к  разным неблагоприятным воз-
действиям. С этих позиций, поддерживая состояние 
неспецифически повышенной сопротивляемости 
с помощью ряда механизмов, ФА обеспечивают ре-
зистентность организма к онкологическим заболева-
ниям. Таким образом, в  результате адаптогенного 
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эффекта можно предотвратить дезадаптационные 
нарушения физиологических функций и предупре-
дить болезни адаптации, к  которым принадлежит 
и злокачественный рост [2].

Действительно, с первых работ учеников Н. В. Ла-
зарева и И. И. Брехмана получены результаты, ука-
зывающие на способность комплексных, галеновых 
препаратов женьшеня, элеутерококка, левзеи, роди-
олы и других оказывать профилактический противо-
опухолевый эффект в эксперименте. Они, например, 
замедляли возникновение рецидивов и  метастазов 
меланомы В16 и аденокарциномы Эрлиха у мышей, 
повышали выживаемость животных и препятствова-
ли росту индуцированных (N-нитрозоэтилмочевиной) 
опухолей спинного и головного мозга. У крыс тор-
мозили возникновение индуцированной бензантра-
ценом саркомы [6]. Вероятно, в основе антибластом-
ного эффекта независимо от  ситуации лежат одни 
и те же механизмы.

Адаптация в рамках состояния неспецифически 
повышенной сопротивляемости к неблагоприятному 
стрессорному влиянию для предупреждения его от-
рицательных последствий достигается за счет моби-
лизации работы связанных между собой защитных 
систем: нервной, эндокринной и иммунной. Для про-
филактики и комплексного лечения онкозаболеваний 
существенной представляется способность ФА обе-
спечивать стабилизацию психофизиологических, 
эндокринных и иммунологических показателей.

Стандартная реакция на стресс также приводит 
к  мобилизации гипофизарно-адренокортикальной 
системы и повышению плазменного уровня глюко-
кортикоидов. Вместе с тем долгий стресс с выражен-
ным гиперкортицизмом сопровождается ускорением 
метастазирования злокачественных новообразований 
в эксперименте. У различных ФА выявлено адапто-
генное модулирующее воздействие на эндокринную 
ось гипофиз – надпочечники. Составной частью про-
филактического влияния ФА на развитие опухолей 
является вмешательство в иммунный статус. Стресс 
связан со снижением иммунной реактивности: с ин-
волюцией тимуса и селезенки, нарушениями субпо-
пуляций лимфоцитов, лимитированием гуморального 
иммунитета. Все это облегчает злокачественный рост.

Фитоадаптогены, в основном комплексно, могут 
напрямую вмешиваться в процессы роста и метастази-
рования опухолей. Это может быть реализовано с по-
мощью цитотоксических эффектов их биологически 
активных веществ с ускорением гибели и подавлением 
пролиферации опухолевых клеток при лимитировании 
ангиогенеза и воспалительных реакций, а также защи-
ты здоровых тканей от токсического влияния опухолей. 
С учетом этих свойств ФА оптимизируют специфиче-
скую и снижают побочную активность традиционных 
противоопухолевых препаратов [12].

Ограничение роста опухолей и метастазов. Апоптоз
Фитоадаптогены способны задерживать опухо-

левый процесс за счет ускорения программированной 
гибели опухолевых клеток. Являясь естественным 
механизмом поддержания нормального клеточного 
состава тканей при неадекватном торможении в слу-
чае нарушений, апоптоз выливается уже в онколо
гическую проблему из‑за поломки программы лик-
видации быстро растущих клеток. Проапоптозная 
активность обнаружена у гинзенозидов Rd, Rg3, Rh2, 
а также у комплексных галеновых препаратов жень-
шеня, родиолы и других ФА в отношении опухолевых 
клеток шейки матки (Hela), карциномы предстатель-
ной железы (LNCaP), человеческой нейробластомы 
(SK-N-BE), эритролейкемии, миелоидной лейкемии 
человека (К-562 и HL-60) и лейкемии. При этом на-
блюдали конденсацию хроматина, фрагментацию 
ДНК при усилении экспрессии проапоптозного бел-
ка Bax и  снижении антиапоптозных белков Bcl-2, 
а  также повышении ферментативной активности 
каспаз (а именно каспазы 3), которые обеспечивают 
конечную фазу гибели клеток. Усиление апоптоза 
сопровождалось повышением активности лактатде-
гидрогеназы и цитотоксичности натуральных килле-
ров [13].

Следует отметить, что  метаболиты некоторых 
гинзенозидов (Rb1, Rb2, Rc), подобные 20 (S) – про-
топанаксадиолу, в которые они трансформируются 
в кишечнике с помощью микрофлоры, по активности 
воздействия на апоптоз могут превышать исходные 
соединения. Вместе с тем причиной индукции апоп-
тоза с помощью ФА может быть запуск митохондри-
альных нарушений. Некоторые гинзенозиды (Rh2, 
Rg3) способствуют апоптической смерти клеток ге-
патомы человека (линии SK-HEP-1), рака яичника 
(линия HO-8910), рака толстой кишки с  помощью 
усиления деполяризации мембран митохондрий с по-
следующим выбросом цитохрома с  транслокацией 
белка Bax, а также подавления белков семейства фос-
фатидилинозитол-3‑киназы (PI3K / Akt) и ингибитора 
белков апоптоза (IAP), запуская активацию каспаз 3 
и 9 [14, 15]. Наряду с этим возможно воздействие ФА 
на апоптоз in vivo. Повторное внутрижелудочное вве-
дение крысам экстракта женьшеня приводило к огра-
ничению пролиферации клеток аденокарциномы 
А549 с усилением признаков апоптоза [16]. Предопе-
рационное введение гинзенозида в  течение недели 
ослабляло клинические признаки болезни, а после-
операционное исследование морфологического ма-
териала показало возрастание количества апоптозных 
клеток [6].

В  современных исследованиях, посвященных 
проблемам онкологии, большое внимание уделяется 
механизмам регуляции активности эукариотическо-
го фактора транскрипции NF-κB, а  также фактора 
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транскрипции активатора протеина 1 (АР-1), которые 
ответственны за  c-jun, c-fos и  другую онкогенную 
трансактивацию [17–19]. Многие авторы полагают, 
что противоопухолевая активность ФА, в том числе 
экстракта женьшеня, его полисахаридов, гинзенози-
дов (Rb1, Rc, Re, Rg1, Rg3 и IH-901), их метаболитов 
(образующихся в результате жизнедеятельности бак-
терий кишечника) опосредована подавлением акти-
вации факторов транскрипции (NF-κB и АР-1), а так-
же экспрессии циклооксигеназы 2‑го типа. Вместе 
с тем выявлено, что активные вещества, например из 
индийского женьшеня, подавляют активацию NF-κB 
и NF-κB-регулируемую экспрессию соответствующих 
генов, что может объяснить способность адаптогенов 
усиливать апоптоз и  подавлять инвазию при  мета
стазировании опухолевых клеток [20].

Между тем антиапоптозные эффекты ФА пока-
заны для нейронов и клеток крови (повышение экс-
прессии гена антиапоптозных белков Bcl-2 и Bcl-XL, 
ограничение проапоптозного белка Bax, подавление 
каспаз и нормализация мембранного потенциала ми-
тохондрий) [21, 22]. Действительно, логично, что огра-
ничение апоптоза в данном случае подтверждает пред-
ставления о способности ФА поддерживать гомеостаз 
организма и действовать протективно в отношении 
мозга и клеток крови: защищать мозг от нейродеге-
неративных заболеваний, а кровь – от  нарушений 
в колониеобразующих клетках костного мозга чело-
века.

Ангиогенез
Фитоадаптогены способны задерживать ангио

генез опухоли. В частности, гинзенозид Rg3 может 
ограничивать продукцию сосудистого эндотелиаль
ного и фибробластного ростовых факторов, блоки-
руя пролиферацию эпителиальных клеток пупочной 
вены человека в культуре, тормозя новообразование 
сосудов [23]. Вместе с тем Rg3 усиливал активность 
циклофосфамида, низкие дозы которого лимитиро
вали васкуляризацию легочной карциномы Льюис 
у мышей. При этом снижалась устойчивость опу-
холи к  цитостатику и  повышалась выживаемость 
животных [24]. Гинзенозид Rb1 тормозил ангиоге-
нез in vitro и in vivo, усиливая транскрипцию и се-
крецию антиангиогенного протеина из  пигмент-
ного эпителия (PEDF). Активации последнего 
способствует экспрессия β-эстрогенных рецепто-
ров, специфическим агонистом которых и являет-
ся Rb1 [25]. Кроме того, снижая экспрессию сосу-
дистых ростовых факторов, в  частности фактора 
роста эндотелия сосудов, основного фактора роста 
фибробластов (BFGF), адаптогены обеспечивают 
антиметастатическое и антиангиогенное действие 
на опухоль [26, 27]. Антиангиогенные свойства жень-
шеня в отношении опухолей широко обсуждаются 

в научной литературе. Молекулярными мишенями 
гинзенозидов могут служить ядерные рецепторы сте
роидных гормонов [28].

Фитоадаптогены-иммуномодуляторы
Фитоадаптогены могут повреждать клетки опу-

холи, например, за  счет усиления продукции ряда 
цитокинов. Так, добавление ФА в  культуру клеток 
лимфомы животных или к антигенстимулированным 
мононуклеарам из крови человека подавляло проли-
ферацию клеток опухоли с повышением экспрессии 
фактора некроза опухоли, продукции интерлейкина 
1, 2 и интерферонов (ИФН) [29]. Введение мышам 
per os отдельных гинзенозидов Rh2, Rg1, Rd увеличи-
вало число Т-лимфоцитов, снижая уровень интер-
лейкина 6, вызванного стрессом [30]. Аппликация 
Rg3 и  метаболита сапонинов протопанаксадиола 
на кожу мышей с индуцированной опухолью пода-
вляла рост новообразований, лимитируя экспрессию 
циклооксигеназы 2‑го типа и  транскрипционного 
фактора NF-κВ [31].

Одним из «пионеров» иммунокоррекции с при-
менением ФА в клинической онкологии был профес-
сор В. А. Купин. При раке желудка и молочной желе-
зы у больных лучевая терапия на фоне высоких доз 
экстракта элеутерококка в меньшей степени пода-
вляла иммунный статус и число лейкоцитов крови. 
Показано, что экстракты женьшеня, его полисахари-
ды и гинзенозиды – протопанаксатриолы, панакса-
триолы, а также Rh1, Rh20, R-Rh1, F1 – стимулиру-
ют продукцию оксида азота, интерлейкинов 4, 12, 
ИФН-γ иммунокомпетентными клетками [2, 32, 33].

Продемонстрирована возможность и определены 
условия коррекции межклеточной адгезии в  тка-
ни-мишени и  реакциях клеточного иммунитета 
в процессе спонтанного гепатоканцерогенеза экспе-
риментальных животных при воздействии экстракта 
из корневища родиолы розовой. Коррекция играет 
существенную роль в  снижении частоты возник-
новения и торможении роста эпителиальных опу-
холей [34].

Показана возможность коррекции взаимной ад-
гезивности клеток уротелия, экспрессии молекул 
лейкоцитарных интегринов и клеточного иммуните-
та с помощью препарата родиолы розовой у больных 
раком мочевого пузыря после трансуретральной ре-
зекции. У больных, принимавших препарат в среднем 
14,6 мес, частота рецидивов после лечения снизилась 
в 2,4 раза (7,5 %) по сравнению с таковой до лечения 
(18 %) [35, 36].

Стимуляция адаптогенами выработки ИФН  – 
одна из точек приложения их действия. Повышение 
активности NK-клеток, вероятно, одно из проявлений 
интерфероногенного действия адаптогенов. С учетом 
того, что  ИФН активирует и  макрофаги, которые, 
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в свою очередь, стимулируют антигензависимые Т-лим
фоциты, можно объяснить картину иммуномодуля-
ции, которую наблюдают при использовании адапто-
генов [37–39].

Обобщая известные свойства адаптогенов, мож-
но сделать вывод об их сходстве с ИФН-α, касающем-
ся таких его эффектов, как иммуномодуляция (сти-
муляция NK-клеток, цитотоксических лимфоцитов), 
антипролиферативная активность в отношении опу-
холевых клеток, регуляция клеточной дифференци-
ровки, биомодуляция активности цитостатиков, пре-
одоление лекарственной резистентности и др. Вместе 
с  тем  ИФН вызывает дозозависимый токсический 
эффект. Экстракты же ФА нетоксичны, при этом ни-
велируют вышеперечисленные нарушения в  силу 
своего антистрессорного действия.

Другие механизмы
Фитоадаптогены могут воздействовать на матрич-

ные металлопротеиназы, которые, повреждая вне-
клеточный матрикс, способствуют инвазии опухолей 
в окружающие ткани. Препараты женьшеня, напри-
мер, подавляют активность матричных металлопро-
теиназ за счет воздействия на рецепторы адреналовых 
глюкокортикоидов в тканях. При структурном сход-
стве с  дексаметазоном они активизируют ядерную 
транслокацию глюкокортикоидных рецепторов, тор-
мозя инвазию опухолевых клеток. Гинзенозиды Rh1 
и Rh2 индуцируют дифференцировку клеток терато-
карциномы F9 у мышей при участии тех же гормо-
нальных рецепторов [28].

При  введении мышам Rg3 гинзенозида после 
инокуляции опухолевых клеток наблюдали подавле-
ние инвазии клеток меланомы (B16), а также тормо-
жение развития метастазов в легкие [40]. Кроме того, 
выявлено, что гинзенозиды Rh2, Rg1и Rg3 подавля-
ют пролиферацию клеток рака предстательной же-
лезы (линия LHCaP) за счет угнетения антигенакти-
вируемых протеиназ [41].

Фитоадаптогены защищают клетки здоровых тка-
ней, снижая токсические свойства злокачественных 
клеток. Усиленная продукция свободнорадикальных 
и перекисных соединений вследствие оксидантного 
стресса создает предпосылки для повышенного роста 
и метастазирования опухолей. ФА являются антиок-
сидантами [42]. Гинзенозид панаксатриол усиливал 
активность антиоксидантных ферментов клеток куль-
туры кератиноцитов после ультрафиолетового облу-
чения более эффективно, чем признанный антиокси-
дант витамин Е.  Наряду с  этим экстракты других 
адаптогенов, в частности элеутерококка и лимонника, 
угнетали процессы перекисного окисления липидов 
в печени после инокуляции раковых клеток человека, 
а также снижали токсическое действие четыреххло
ристого углерода (усиление перекисного окисления 

липидов), угнетая активность глутатионредуктазы 
и  супероксиддисмутазы [43]. С  антиоксидантными 
свойствами связывают и антимутагенную активность 
ФА, что важно для первичной профилактики рака [44].

Усиление эффективности химиолучевой терапии
Таким образом, ФА сочетают противоопухолевые 

эффекты вместе с усилением резистентности здоро-
вых тканей к повреждению. Это оправдывает их ис-
пользование параллельно с цитостатической терапи-
ей в  онкологии. Независимо от  принадлежности 
противоопухолевых средств к различным фармако-
логическим группам результат такой комбинации 
одинаков: ФА усиливают эффективность химиолу-
чевой терапии и ограничивают выраженность их по-
бочных реакций. Так, комбинация циклофосфана 
с гинзенозидом Rg3 приводила к большему подавле-
нию скорости роста и размеров перевитой мышам 
опухоли рака яичников (SKOV-3), а также ограниче-
нию ангиогенеза при снижении экспрессии фактора 
роста эндотелия сосудов [45]. Вместе с тем гинзено-
зид Rg2 при введении животным с перевиваемыми 
опухолями (карцинома легких Льюис, меланома) 
лимитировал токсичность циклофосфана для здоро-
вых тканей, ослабляя оксидативный стресс в пери-
ферических лимфоцитах и клетках костного мозга, 
также повышая активность антиоксидантных фер-
ментов (супероксиддисмутазы, глутатионпероксида-
зы) и  содержание глутатиона в  плазме крови [46]. 
Гинзенозиды Rh2, Rg5 и их метаболиты ингибирова-
ли экспрессию белка лекарственной устойчивости 
рака молочной железы [47]. Экстракт красного жень-
шеня усиливал эффективность сорафениба при раке 
почки, подавляя активность онкогена c-Jun [48]. 
Сочетание циклофосфана с экстрактом родиолы уси-
ливало противоопухолевую и антиметастатическую 
активность цитостатика. Наряду с этим родиола ока-
зывала протекторный эффект на  здоровые ткани, 
ограничивая торможение в  них синтеза ДНК [12]. 
Применение другого алкилирующего цитостатика 
цисплатина с экстрактом женьшеня, а также с гин-
зенозидами Rb3, Rd и Re повышало антипролифера-
тивный эффект на модели карциномы молочной же-
лезы (MCF-7), снижая частоту рвотных актов у крыс. 
При этом в клетках почек был менее выражен апоптоз 
(фрагментация ДНК). В связи с этим ФА можно ре-
комендовать для профилактики нефротоксичности 
при химиотерапии [49]. Экстракт женьшеня, а также 
гинзенозиды Rb1 и Rg1 усиливали цитотоксическое 
действие 5‑фторурацила на модели культуры клеток 
колоректального рака человека (SW480) с повышен-
ной индукцией апоптоза [50]. Введение схизандрина 
из лимонника в культуру клеток карциномы печени 
или рака молочной железы (MCF-7) вместе с доксо-
рубицином повышало уровень апоптоза опухолевых 
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клеток за  счет активации каспазы 9 и  подавления 
потенциала митохондриальных мембран. Также 
при этой комбинации снижалась кардиотоксичность 
доксорубицина без усиления апоптоза в культуре кар-
диомиоцитов крыс [51].

Экстракты женьшеня, левзеи, лимонника, роди-
олы лимитировали иммуносупрессию, увеличивая 
число Т-лимфоцитов и  уровня иммуноглобулинов 
у женщин на поздних стадиях эпителиального рака 
яичников при  введении цитостатиков цисплатина 
и циклофосфана [52].

Эффект усиления химиотерапевтического воз-
действия на  опухоль ФА может быть следующим. 
Биологически активные вещества ФА имеют большее 
сродство к  белку множественной лекарственной 
устойчивости по сравнению с  цитостатиками. По
этому, например, гинзенозиды Rg3, Rh2 могут «ок-
купировать» белок множественной лекарственной 
устойчивости (который «качает» их по кругу из опу-
холевой клетки и назад вместо цитостатиков), что за-
держивает химиопрепараты в опухолевых клетках, 
способствуя их элиминации [53]. В связи с вышеиз-
ложенным можно полагать целесообразным исполь-
зовать оптимизирующие свойства ФА при комбини-
рованной терапии опухолей [54].

Важное свойство ФА – нейропротекторная актив-
ность [55, 56]. Известно, что повышение уровня катехо-
ламинов (прежде всего дофамина, который подавляется 
при старении) увеличивает среднюю продолжительность 
жизни и снижает частоту развития опухолей. ФА, в част-
ности женьшень и элеутерококк, предотвращают деге-
нерацию дофаминергических нейронов [57, 58]. В связи 
с этим нейропротекторная активность ФА дополняет 
картину их значимости для онкологии.

Коррекция фитоадаптогенами адгезионных 
взаимодействий при опухолевом росте
Противоопухолевые эффекты адаптогенов объ-

ясняют их способностью регулировать межклеточную 
адгезию, усиливая процессы дифференцировки тка-
ней и иммунологическую реактивность организма. 
В опухолях они таким образом стимулируют редиф-
ференцировку, или обратную трансформацию, при-
водя к деканцерогенезу. Влияя на опухолевые клетки 
в  таком направлении, адаптогены снижают темпы 
их пролиферации и, соответственно, тормозят опу-
холевый рост [59, 60]. Адаптогены опосредуют уси-
ление на опухолевых клетках экспрессии адгезивных 
лигандов для  эффекторов иммунитета, ослабляя 
«ускользание» опухоли от иммунологического над-
зора. Повышая экспрессию адгезионных молекул 
ICAM-1, ФА активизируют «спящие» на опухолевых 
клетках рецепторы апоптоза, что приводит опухоле-
вые клетки к самоэлиминации [61].

Иными словами, ФА обладают широким спек-
тром биологического действия. Это может быть обу-
словлено структурной и функциональной связью этих 
веществ со стероидами. Подобно стероидным гормо-
нам, они являются жирорастворимыми сигнальными 
молекулами, обладающими высокой биологической 
активностью.

В итоге выявлено, что число, место связывания 
сахаров (глюкоза, мальтоза, фруктоза, сахароза) и ги-
дроксильных групп влияет на  фармакологическую 
активность гинзенозидов, обеспечивая для каждого 
вещества определенное свойство: Rg1 – усиление 
гуморального и клеточно-опосредованного иммуни-
тета; Rh2, Rb1, Rb2, Rc – антипролиферативная ак-
тивность в отношении опухолевых клеток; Rh1, Rh2, 
Rh3, Rg3 – индукция дифференцировки и коррекция 
гомо- и гетеротипических адгезионных взаимодей-
ствий; Rg3, Rd1‑K – антиметастатическая актив-
ность, преодоление множественной лекарственной 
устойчивости; Rh – усиление корректорной актив-
ности ДНК-полимеразы (антимутагенность); RcM1 – 
индукция апоптоза в опухолевых клетках; Rb1, Rg1, 
Rg3 – подавление ангиогенеза опухоли; Rb1, Rb2, Re, 
Rg1 – повышение активности антиоксидантных фер-
ментов (супероксиддисмутазы, каталазы, глутатионпе-
роксидазы, глутатионредуктазы); Rb1 – предотвраще-
ние апоптической гибели нейронов (стимуляция 
экспрессии антиапоптического фактора Bcl-xL in vitro 
и in vivo) [62].

Вместе с тем известно, что растительные соеди-
нения фенольной природы, в том числе флавоноиды, 
фенологликозиды, тритерпеновые гликозиды (гин-
зенозиды, аралозиды, элеутерозиды, салидрозид, 
схизандрины, олеаноловая кислота, глицирризиновая 
кислота и др.), которые представляют собой биоло-
гически активные вещества ФА, относят к  узкобо-
роздочным лигандам ДНК. Поскольку в  качестве 
таковых эти вещества могут оказывать прямое или 
опосредованное действие на  процессы репарации 
ДНК, проявляя антиканцерогенные эффекты, дан-
ные соединения можно считать эффективными в со-
ставе препаратов для профилактики и терапии онко-
логических заболеваний [63, 64].

Таким образом, экспериментальный и клини-
ческий материал, свидетельствующий о профилак-
тических свойствах ФА в  отношении влияния 
на возникновение опухолей, их развитие, метас-
тазирование, рецидивирование, развитие цито-
статической болезни, подтверждает перспективу 
использования ФА в создании препаратов для био-
терапии, в том числе иммунотерапии и профилак-
тики опухолевых заболеваний, а также комбини-
рованной терапии и реабилитации онкологических 
больных.
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ОСОБЕННОСТИ ТЕХНОЛОГИИ ПРОИЗВОДСТВА 
ЛЕКАРСТВЕННЫХ ЖЕВАТЕЛЬНЫХ РЕЗИНОК

Е. В. Блынская1, С. В. Тишков1, К. В. Алексеев1, 2, В. В. Буева1, А. А. Иванов1

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

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

Резинки жевательные лекарственные представляют собой твердые дозированные лекарственные формы, предназначенные 
для жевания в течение определенного периода времени без последующего проглатывания для оказания местного и системно-
го действия. В  данной статье описаны основные технологии получения резинок жевательных лекарственных, проведены 
анализ и сопоставление технологических аспектов производства. Кроме того, указаны преимущества и недостатки различ-
ных применяемых технологий, особенности применения в фармацевтической технологии, а также дополнительные техно-
логические приемы создания модификаций высвобождения лекарственных средств из резинок жевательных лекарственных. 
Сделан вывод о перспективности применения различных технологий получения резинок жевательных и методов совершен-
ствования отдельных этапов технологического процесса.

Ключевые слова: резинки жевательные лекарственные, технологии получения, метод плавления, прямое прессование

Для цитирования: Блынская Е. В., Тишков С. В., Алексеев К. В. и др. Особенности технологии производства лекарственных 
жевательных резинок. Российский биотерапевтический журнал 2020;19(3):21–8.
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SPECIAL ASPECTS OF THE TECHNOLOGY OF MEDICATED CHEWING GUM PRODUCTION

E. V. Blynskaya1, S. V. Tishkov1, K. V. Alekseev1, 2, V. V. Bueva1, A. A. Ivanov1

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

Chewing gum medicines are solid dosage forms intended for chewing for a certain period of time without subsequent ingestion to provide 
local and systemic effects. This article describes the basic technologies for producing chewing gum medicinal products, analyzes and 
compares the technological aspects of production. In addition, the advantages and disadvantages of the various technologies used, 
the  features of the use in pharmaceutical technology, as well as additional technological methods for creating modifications of the release 
of drugs from chewing gum medicinal gums are given. It is concluded that the application of various technologies for the production 
of  chewing gums and the methods for improving individual stages of the process are promising.

Key words: chewing gum medicinal, production technology, melting method, direct compression

For citation: Blynskaya E. V., Tishkov S. V., Alekseev K. V. et al. Special aspects of the technology of medicated chewing gum produc-
tion. Rossiyskiy bioterapevticheskiy zhurnal = Russian Journal of Biotherapy 2020;19(3):21–8. (In Russ.).

Введение
Резинка жевательная лекарственная (РЖЛ) – от-

носительно новая твердая дозированная лекарствен-
ная форма (ЛФ), содержащая основу жевательной 
резинки (гуммиоснову) с фармацевтической субстан-
цией (ФС) и предназначенная для жевания в течение 
определенного периода времени без последующего 
проглатывания с целью оказания местного действия 
в полости рта и глόтке или системного действия [1]. 
Благодаря многим характерным преимуществам РЖЛ 
все чаще рассматривается как альтернатива находя-

щимся на рынке ФС и оригинальным лекарственным 
средствам (ЛС). Данная ЛФ приемлема в педиатрии 
и среди других групп пациентов, ведущих активный 
образ жизни [2, 3]. Один из существенных плюсов РЖЛ 
заключается в том, что она находится в ротовой по-
лости продолжительное время, высвобождение ФС 
происходит преимущественно под действием жева-
тельных движений пациента и, соответственно, может 
контролироваться им. Огромное значение жеватель-
ных резинок для местного применения обусловлено 
возможностью создания определенной концентрации 
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ФС в ротовой полости более продолжительное вре-
мя по сравнению с таблетками, диспергируемыми 
в полости рта, жевательными таблетками, раствора-
ми для полости рта и другими жидкими ЛФ [4, 5]. 
Следует учитывать также необходимость расшире-
ния ассортимента существующих лекарственных 
препаратов (ЛП) с  ЛФ, не  применяемыми ранее 
для  продления или  получения патентной защиты 
на ЛС [6].

В настоящее время совершенствуются технологии 
производства РЖЛ, что облегчает разработку новых 
ЛП, увеличивает количество ФС, применяемых с по-
мощью данной ЛФ, а также позволяет изготавливать 
жевательные резинки с заранее заданными потре
бительскими свойствами и  модифицированным 
высвобождением. Используется несколько основных 
технологий производства РЖЛ, отличающихся тем-
пературными и механическими воздействиями на ФС 
и имеющих свои особенности применения, преиму-
щества и недостатки.

Цель статьи – описание, анализ и сопоставление 
технологий получения РЖЛ и методов модификации 
высвобождения данной ЛФ, сравнение их преиму-
ществ и  недостатков, особенностей применения 
в фармацевтической технологии и при масштабиро-
вании производства.

Разработка составов резинок жевательных 
лекарственных
Резинка жевательная лекарственная состоит 

из ядра и сахарной или пленочной оболочки, ядро 
содержит вспомогательные вещества (ВВ), представ-
ленные в таблице [7].

Зачастую ядро РЖЛ имеет массу около 1 г. На не-
го наносят покрытие в виде пленки полимера, воска, 
объемного подсластителя (полиолы) или более тол-
стого слоя сахара. Основа жевательной резинки состо-
ит из эластомеров (гуммиоснова), смол, жиров, эмуль-
гаторов, наполнителей и иногда антиоксидантов.

Существует ряд различных коммерческих основ 
жевательных резинок натурального и синтетического 
происхождения, каждая из которых имеет различные 
характеристики. Все основы жевательной резинки не-
растворимы в слюне и определяют важнейшие харак-
теристики РЖЛ, включая текстуру, высвобождение, 
стабильность, и технологические условия производства. 
Кроме того, свойства готовой ЛФ зависят от количества 
гуммиосновы и баланса ВВ, описанных в таблице [8].

Процесс получения резинок жевательных 
лекарственных
Большинство РЖЛ изготавливают с использова-

нием технологических процессов, характерных для 

Компоненты резинок жевательных лекарственных

Chewing gum components

Компонент 
Component

Фармацевтические субстанции и вспомогательные вещества 
Pharmaceutical substances and excipients

Содержание в общей 
массе компонентов, % 

 % of total mass

Фармацевтические 
субстанции 
Pharmaceutical 
substances

Витамины, оральные контрацептивы, никотин, минералы, анальге-
тики, антациды, миорелаксанты, антигистаминные, противоотеч-
ные, анестетики, противокашлевые, антибиотики и др. 
Vitamins, oral contraceptives, nicotine, minerals, analgesics, antacids, muscle 
relaxants, antihistamines, decongestants, anesthetics, antitussives, antibiotics, etc.

Максимум ~50 
Maximum ~50

Ароматизаторы 
Flavors

Цитрусовые, мята перечная, анис, винтергриновое масло и синтети-
ческие ароматизаторы 
Citrus, peppermint, anise, wintergreen oil and synthetic flavors

1–5

Подсластители 
Sweeteners

Сорбит, маннит, аспартам, сахарин и др. 
Sorbitol, mannitol, aspartame, saccharin, etc.

30–75

Основа жевательной 
резинки 
Chewing gum base

Синтетическая (бутадиен-стирольный каучук, полиэтилен и поли-
винилацетат) и натуральная (чикл, нисперо, розадинья, желутонг, 
перилла, лечи капси, сорва и др.) 
Synthetic (styrene-butadiene rubber, polyethylene and polyvinyl acetate) and natural 
one (chicle, nispero, rosaidinha, jelutong, perilla, lechi-capsi, sorva, etc.) 

20–40

Красители 
Colorants

Диоксид титана, натуральные пищевые красители и красители, под-
ходящие для фармацевтического применения 
Titanium dioxide, natural food colorings and colorants suitable for pharmaceutical 
use

<1

Другие вспомога-
тельные вещества 
Other excipients

Пластификаторы, эластомеры, эмульгаторы (лецитин), наполни-
тели, текстурные агенты (тальк), покрытия и связующие агенты, 
пленкообразователи и др. 
Plasticizers, elastomers, emulsifiers (lecithin), fillers, texturing agents (talc), coatings 
and binding agents, film formers, etc.

0,5–5
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кондитерских видов жевательной резинки, а технология 
производства – барьер для выхода на рынок многих 
фармацевтических компаний-производителей генери-
ков, ограничивающий конкуренцию. РЖЛ изготавли-
вают одним из 3 основных методов (рис. 1) [7, 9]:

• плавление (традиционное);
• охлаждение, измельчение и таблетирование;
• прямое прессование.

Выделяют также дополнительные методы получе
ния РЖЛ с жидким внутренним наполнителем и мо-
дификацию высвобождения ФС из ЛФ с помощью 
комплексообразования с ионообменной смолой или 
циклодекстрином, а также микрокапсулирования.

Выбор метода зависит от типа жевательной ре-
зинки, ФС, ВВ и стабильности состава.

Метод плавления (традиционный)
Типичный традиционный процесс производства 

РЖЛ начинается с нагревания твердой основы жева-

тельной резинки, синтетические полимеры которой 
размягчаются или расплавляются при температурах 
плавления от 50 до 90 °C. На данном технологическом 
этапе используют котлы с паровой рубашкой или го-
рячей водой для получения однородной жидкости, 
обладающей надлежащими вязкоупругими характе-
ристиками (рис. 2) [10].

На последующих этапах смешивания температу-
ру поддерживают близкой к точке размягчения (между 
температурами стеклования и плавления) для сохра-
нения эластичного состояния жидкости гуммиосно-
вы, которая должна быть смешана с другими ВВ и ФС 
в течение определенного промежутка времени, с по-
следующим добавлением ароматизаторов в конце пред-
ставленного этапа технологического процесса до полу-
чения гомогенной смеси РЖЛ. Описанные процессы 
осуществляются в экструдерах (рис. 3) и продолжа-
ются на следующих участках производства с помощью 
охлаждающего транспортера, в котором происходит 

Рис. 1. Технологические схемы методов производства резинок жевательных лекарственных (РЖЛ); ВВ – вспомогательные вещества; ФС – 
фармацевтическая субстанция

Fig. 1. Technological schemes for medicated chewing gum (MCG); E – excepients; FS – pharmaceutical substance

Производство РЖЛ / MCG production

Метод плавления (традиционный) / 
Melting method (traditional)

Плавление / размягчение  
гуммиосновы / Melting / softening  

the gum base

Смешивание / Mixing

Экструзия / формование пластин 
жевательной резинки / Extrusion / 

forming chewing gum plates

Охлаждение / Cooling

Разрезка и выравнивание / 
Cutting and aligning

Покрытие оболочкой / Coating

Упаковка и маркировка / 
Packaging and labeling

Упаковка и маркировка / 
Packaging and labeling

Упаковка и маркировка / 
Packaging and labeling

Метод охлаждения, измельчения 
и таблетирования / Cooling, grinding  

and tableting method

Охлаждение / замораживание 
гуммиосновы / Cooling / freezing gum base

Добавление скользящих, смазывающих  
ВВ / Adding sliding, lubricating excipients

Измельчение основы РЖЛ / 
Grinding MCG base

Смешивание гуммиосновы с другими ВВ 
и ФС / Mixing gum base with other E and FS

Гранулирование / Granulation

Прессование / Moulding

Покрытие оболочкой / Coating

Покрытие оболочкой / Coating

Прямое прессование / Direct moulding

Смешивание готовой основы для РЖЛ 
с другими ВВ и ФС / Mixing ready-made 

MCG base with other excipients and FS

Прессование / Moulding
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уменьшение температуры вязкоупругой массы и из-
меняются свойства жевательной резинки, такие 
как эластичность и упругость. Во время охлаждения 
температура контролируется и понижается для фор-
мования жевательной резинки в  надрезанные пла-
стины или жгуты, которые затем перемещаются через 
ряд роликов для выравнивания и сглаживания их тек-
стуры. Затем жгуты разрезают на равные части, пла-
стины или подушечки с твердостью по Шору от 16 
до 20 ед., тип ОО (метод используется для измерения 
твердости низкомодульных материалов), которые 

далее покрывают сахарным сиропом. На последних 
стадиях технологического процесса жевательную ре-
зинку с сахарной оболочкой покрывают тонким сло-
ем воска и готовят для упаковки и маркировки [12].

Для процесса экструзии используют устройство, 
продемонстрированное на рис. 3 (экструзионная фор-
мовочная машина (1)), имеющее впускное отверстие 
(1а) для подачи разогретой основы жевательной ре-
зинки и выпускной канал или патрубок (3) филье-
ры (2); экструдер имеет лопасти, приводимые в дви-
жение двигателем. С помощью показанных лопастей 

Рис. 2. Схематичное изображение традиционного метода (плавления) производства резинок жевательных лекарственных [11]

Fig. 2. Schematic traditional method (melting) of medicated chewing gum production [11]

Приготовление натуральной гуммиосновы / 
Preparing natural gum base Сушка / Drying

Горячий воздух / Hot air

Основа 
для жевательной 

резинки / Chewing 
gum base

Смешивание / Mixing

Формование / Moulding

Полиолы, сахара 
и другие 

наполнители /  
Polyols, sugars and 

other fillers

Фармацевтическая 
субстанция / 

Pharmaceutical substance Ароматизаторы / Flavors

Пластификаторы / 
Plasticizers

Лопасти 
смесителя / 
Mixer blades

Смеситель / 
Mixer

Нагрев / Heat

Ролики (валы) / Rollers (shafts)

Рис. 3. Экструдер в поперечном разрезе с условными обозначениями, описанными в тексте

Fig. 3. The extruder in cross section with the symbols described in the text

1а 1
2

3
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для экструзионного формования жевательная резин-
ка выдавливается в выходной патрубок (3) фильеры 
(2) под давлением. Скорость смешивания ингреди-
ентов и последующего охлаждения взаимно влияют 
друг на друга и на скорость экструзии РЖЛ, поэтому 
представленные процессы необходимо контролиро-
вать надлежащим образом [13].

Метод охлаждения, измельчения и таблетирования
При применении данного способа производства 

основу жевательной резинки сначала расплавляют, 
а затем добавляют в смеситель, содержащий некоторые 
другие ингредиенты жевательной резинки. Во время 
смешивания композицию охлаждают любым из мно-
жества процессов охлаждения. Основу жевательной 
резинки можно заморозить в  морозильной камере 
при низких температурах, необходимых для дости-
жения требуемой хрупкости. Однако предпочтитель-
но гуммиоснову охлаждать путем контактирования 
ее с охлаждающим агентом (хладагентом). Хладагентом 
может быть любое вещество, способное снижать тем-
пературу композиции жевательной резинки до же
лаемой, например: криогенная жидкость, такая как 
жидкий азот, холодное твердое вещество (твердый 
диоксид углерода) или холодный газ, такой как газо-
образное кипение от криогенной жидкости. Данное 
вещество следует выбирать так, чтобы оно не взаи-
модействовало с композицией РЖЛ или с аппаратами 
для смешивания и измельчения. Кроме того, хладагент 
не  должен образовывать при  нагревании веществ, 
которые неблагоприятно влияют на последующую 
обработку гуммиоснов или представляют потенци-
альную угрозу безопасности пациента. Например, 
такой хладагент, как водяной лед, даже при охлажде-
нии до достаточно низкой температуры не подойдет, 
поскольку при таянии льда образующаяся вода будет 
частично поглощаться композицией жевательной 
резинки или  вызывать затруднения на  следующих 
стадиях обработки гуммиосновы [12].

Представленный технологический процесс по-
зволяет измельчать композицию жевательной резин-
ки в порошок. Следует учитывать, что даже слегка 
охлажденная основа жевательной резинки обладает 
некоторой степенью хрупкости, однако для наиболее 
эффективного измельчения гуммиоснову охлаждают 
до температуры, при которой хрупкость сохраняется 
на последующей стадии измельчения без прилипания 
к измельчающему устройству. Подходящая темпера-
тура частично определяется конкретным составом 
основы жевательной резинки, и ее легко определить 
эмпирически, изучая свойства охлажденной основы 
жевательной резинки. Предпочтительно температура 
должна быть ниже уровня –15 °С. Альтернативно эта-
пы охлаждения основы жевательной резинки и  ее 
измельчения могут быть объединены в  1 стадию, 

например путем охлаждения самого измельчающего 
устройства, контактированием с охлаждающей жид-
костью (рубашкой с хладагентом или жидким азотом).

Основная сложность этапа измельчения заклю-
чается в  прилипании частиц жевательной резинки 
к измельчающему устройству, во избежание чего до-
бавляют ВВ, обладающие антиадгезивными свойства-
ми, такие как фосфат щелочного металла или маль-
тодекстрин в количестве 2–8 % массы гуммиосновы. 
Коме того, основу жевательной резинки перед ста-
дией измельчения часто смешивают со скользящими 
ВВ, например с осажденным кремния диоксидом.

Возможен предпочтительный вариант осущест-
вления данного технологического процесса путем 
смешивания основы жевательной резинки, твердого 
диоксида углерода и осажденного диоксида кремния 
в  мельнице. Данную смесь измельчают до мелкого 
порошка вместе с твердым диоксидом углерода, по-
скольку при таком способе не происходит неблаго-
приятной адгезии к измельчающему устройству [14].

После осуществления данных технологических 
этапов к порошку основы жевательной резинки до-
бавляют ФС, текстураторы, скользящие, смазывающие 
и другие ВВ, смесь гранулируют, например, в сигма-
образном или высокоскоростном смесителе-грану-
ляторе. Однако при использовании данных аппаратов 
порошковая смесь должна содержать достаточное 
количество связующего раствора для  обеспечения 
эффективного гранулирования. Применение боль-
шого количества водных связующих нецелесообраз-
но, так как полученная смесь обладает тенденцией 
к набуханию и увеличению липкости, которая сни-
жает эффективность таблетирования. В связи с этим 
использование реактора с псевдоожиженным слоем 
для смешивания и гранулирования более рациональ-
но, поскольку сводит к  минимуму нежелательную 
агломерацию частиц гуммиосновы. Кроме того, при 
использовании реактора с псевдоожиженным слоем 
температура процесса должна особенно контролиро-
ваться: в случае слишком низкой температуры гум-
миоснова будет чрезмерно интенсивно агломериро-
ваться во время распыления раствора из‑за низкой 
скорости испарения. Если температура процесса слиш-
ком высокая, гуммиоснова может размягчиться со 
схожими неблагоприятными результатами, и техно-
логические свойства, размеры полученных гранул не 
будут соответствовать требованиям последующего 
технологического процесса. Из готовых гранул впо-
следствии формируют РЖЛ методом прессования 
или любым другим способом [8].

Метод прямого прессования
При  применении метода прямого прессования 

для получения РЖЛ используют специально разра-
ботанные основы для жевательных резинок в форме 
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порошка. В настоящее время на рынке представлены 
2 основные марки готовых смесей для производства 
РЖЛ методом прямого прессования: Pharmagum® 
(SPI Pharma, США) [9] и Health in gum® (Cafosa, Ис-
пания) [15]. Health in Gum® относится к группе сы-
пучих, уплотняемых, содержащих гуммиоснову смесей 
для прямого прессования, разработанных компанией 
Cafosa Gum SAU. Данная смесь представляет собой 
копроцессные (совместно обработанные) основы 
жевательной резинки, содержащие высокий процент 
инертных мягких термопластичных эластомеров, 
смеси полиолов (сорбит / ксилит / маннит), сахаров, 
пластификаторов, скользящих и смазывающих ВВ. 
При прессовании Health in Gum® получаются РЖЛ, 
которые по  внешнему виду аналогичны таблеткам 
для  перорального применения. Они более твердые 
и рассыпчатые, чем жевательные резинки, изготов-
ленные традиционными способами, кроме того, у них 
отличается кинетика высобождения ФС. Никотино-
вые РЖЛ, полученные прямым прессованием, имеют 
более высокую скорость высвобождения, чем Nico
rette®, приготовленный обычным способом плавле-
ния [16]. Health in Gum® имеет 3 разновидности: HiG 
PWD-01, HiG PWD-03 и HiG PWD-04, отличающи-
еся содержанием эластомерной основы жевательной 
резинки: 25, 35 и 30 % соответственно [9].

Pharmagum® – другая марка готовых смесей для 
прямого прессования жевательных резинок, разра-
ботанная SPI Pharma. Pharmagum® представляет со
бой смесь полиолов и сахаров с эластомерной основой 
жевательной резинки. Описанная смесь характери-
зуется высокой степенью сыпучести, прессуемости 
и, соответственно, возможностью использовать стан-
дартное оборудование для  производства таблеток. 
Pharmagum® доступна в 3 формах, а именно: S, M, C, 
отличающихся количеством и видом ВВ и гуммиос-
новы. Например, Pharmagum® M содержит на 50 % 
больше эластомерной гуммиосновы по сравнению 
с Pharmagum® S, кроме того, Pharmagum® S состоит 
в основном из гуммиосновы и сорбита, а Pharmagum® 
M содержит гуммиоснову, маннит и изомальт. РЖЛ, 
изготовленные с использованием Pharmagum® M и S, 
похожи на таблетки по внешнему виду и характери-
зуются в  10 раз большей твердостью и хрупкостью 
при приложении давления по сравнению с жеватель-
ными резинками, полученными методами плавления. 
Помимо других преимуществ, представленные основы 
для жевательных резинок имеют более низкое содер-
жание влаги, что увеличивает срок годности готовых 
ЛФ [17].

Сравнительные особенности различных методов 
производства резинок жевательных лекарственных
Каждый метод изготовления РЖЛ имеет свои 

достоинства и  недостатки. Традиционный метод 

(плавления) изготовления РЖЛ основан на относи-
тельно простых производственных процессах, ко-
торые отработаны на  производстве кондитерских 
резинок жевательных и  обладают определенными 
преимуществами при  больших объемах производ-
ства. Жевательные резинки, полученные методом 
плавления, характеризуются оптимальными вяз-
ко-пластичными свойствами и  потребительской 
предпочтительностью. Однако к  основным недо-
статкам данного способа производства относятся 
сложность достижения высокой точности однород-
ности дозирования ФС, текстуры и формы, а также 
наличие высокой температуры в  технологическом 
процессе, что ограничивает применение термолабиль
ных ЛС [9].

При использовании метода охлаждения, измель-
чения и таблетирования необходимо отметить слож-
ность, экономическую затратность и продолжитель-
ность процесса. Использование антиадгезивных ВВ, 
таких как  фосфаты щелочных металлов, приводит 
к  определенным рискам ввиду несовместимости 
их с кислотосодержащими ионизируемыми ФС [3]. 
Многие из недостатков вышеупомянутых способов 
производства могут быть устранены путем исполь
зования готовых смесей для  прямого прессования 
жевательных резинок, которые позволяют разраба-
тывать РЖЛ с  использованием термо- и  влагочув-
ствительных ФС. Кроме того, данный метод более 
рентабелен, поскольку требует только стандартного 
оборудования для таблетирования. Однако следует 
учитывать повышение липкости и усиление трения 
гуммиосновы во время прессования при нагреве обо-
рудования, следовательно, необходимо применять 
дополнительные смазывающие вещества (магния 
стеарат), снижать скорость производственного про-
цесса или  предусмотреть охлаждение таблеточного 
пресса.

Методы модификации высвобождения 
фармацевтической субстанции
Для модификации высвобождения ФС, маски-

ровки вкуса или достижения некоторых технологи-
ческих характеристик применяют следующие методы:

Комплексообразование с  ионообменной смолой. 
Комплексообразование липофильных ФС с ионо
обменными смолами, такими как полакрилин калия, 
обеспечивает постепеное высвобождение и маски-
ровку вкуса ЛС. Поскольку большинство ФС имеют 
в своей молекуле ионные участки, заряд данных ВВ 
обеспечивает возможность для взаимного связыва-
ния этих компонентов и дальнейшего высвобожде-
ния полученного комплекса в слюну в неионизиро-
ванном состоянии, обеспечивая таким образом 
маскировку вкуса. В целях комплексообразования 
в зависимости от природы ФС используются слабые 
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катионообменные или  анионообменные смолы. 
В технологии производства РЖЛ стадия комплексо-
образования происходит перед основным техноло-
гическим процессом [18].

Комплексообразование с циклодекстрином. Комп
лексы циклодекстрина используются для повыше-
ния растворимости, стабильности и биодоступности 
различных ФС в ЛП, а также для маскировки вкуса 
определенных ЛС. Существует несколько видов ци-
клодекстринов, относящихся к типам α, β и γ, соответ-
ственно содержащих 6, 7 или 8 единиц глюкопиранозы. 
Водорастворимые производные циклодекстрина, пред-
ставляющие интерес для фармацевтической техно-
логии, включают гидроксипропиловые производные 
β-циклодекстрина, случайным образом метилиро-
ванный β-циклодекстрин и натриевую соль сульфо
бутилового эфира β-циклодекстрина. Гидрофильные 
производные циклодекстрина, такие как 2‑гидрок-
сипропил-β-циклодекстрин, считаются нетоксичны-
ми и  безопасными при  пероральном применении, 
поэтому их используют для увеличения растворимо-
сти плохо растворимых в  воде ЛС. Липофильные 
производные циклодекстрина, такие как метилиро-
ванные циклодекстрины и сульфобутиловый эфир 
циклодекстрина, в некоторой степени всасываются 
из желудочно-кишечного тракта в системный крово-
ток, но пероральное введение его ограничено потен-
циальной токсичностью. Комплексообразование 
с циклодекстрином проводится несколькими метода-
ми (ультразвук, сорастворение, истирание с солюби-
лизаторами и др.) в зависимости от свойств ФС и мо-
жет представлять собой сложный многостадийный 
процесс, который осуществляется отдельно от основ-
ной технологии производства РЖЛ [19].

Микрокапсулирование. Микрокапсулирование 
водорастворимым или нерастворимым в воде поли-
мером – успешный способ поддержания высвобож
дения подсластителя, ароматизатора или ФС из РЖЛ. 
Одним из недостатков жевательных резинок остает-
ся относительно быстрое истощение вкуса и ощуще-
ния сладости во время жевания. Потеря вкуса зача-
стую происходит в течение первых 3–5 мин жевания. 
Кроме того, важным условием изготовления РЖЛ 
является размер частиц любого твердого вещества, 
суспендированного в жевательной резинке, посколь-
ку он должен быть менее ~100 мкм. Микрокапсули-
рование предполагает создание микрокапсул разме-
рами от 1 мкм, что позволяет избежать неприятных 
ощущений во время жевания или риска повреждения 
эмали зубов.

Технологический процесс микрокапсулирования 
заключается в инкапсуляции мелких частиц вещества 
или смеси веществ, находящихся в любом агрегатном 
состоянии, в тонкую оболочку пленкообразующего 
материала. Для осуществления микрокапсулирова-
ния применяют различные технологические приемы, 
основанные на процессах пленкообразования в ге-
терогенных системах. Например, для микрокапсу-
лирования ароматизаторов в РЖЛ часто используют 
метод комплексной коацервации. В представленном 
процессе используют водный раствор с 2 или более 
противоположно заряженными полимерами – один 
с положительным зарядом (желатин, агар), другой 
с отрицательным (например, карбоксиметилцеллю
лоза или гуммиарабик) [20]. Описанные 2 полимера 
растворяют в воде, контролируя рН и температуру, 
добавляют маслянистое вещество (ароматизирующее 
масло), и молекулы полимеров образуют химически 
сшитую пленку оболочки вокруг каждой из масляных 
частиц. Полученные микрокапсулированные арома-
тизаторы в дальнейшем используют в технологиче-
ском процессе производства РЖЛ.

Заключение
Резинки жевательные лекарственные представ-

ляют собой альтернативную, более удобную ЛФ для 
перорального применения по сравнению с другими 
ЛС, осуществляющими транспорт ФС через слизи-
стую оболочку полости рта. Жевательные резинки 
используют для местного применения и системной 
доставки ЛС, в настоящее время происходит увели-
чение потребности в расширении ассортимента РЖЛ. 
В соответствии с расширением ассортимента и при-
менением новых видов ФС возрастает разнообразие 
технологических приемов получения ЛФ. Основные 
пути производства жевательных резинок включают 
методы плавления (традиционный), охлаждения, сме-
шивания, прессования, а также метод прямого прес-
сования готовых смесей основы жевательной резинки. 
Данные способы получения РЖЛ имеют определенные 
преимущества, которые позволяют применить боль-
шое количество ФС, например, в случае применения 
термолабильных или гидролитически неустойчивых 
ЛС. Кроме того, для улучшения технологических и по-
требительских свойств ЛФ и биодоступности ФС вводят 
дополнительные технологические приемы комплек-
сообразования с ионообменными смолами и цикло-
декстринами, а также микрокапсулирование. В резуль-
тате применения представленных технологий следует 
ожидать увеличения количества ЛП в форме РЖЛ.
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Введение. Существуют многочисленные подтверждения того, что при ряде опухолей диссеминированные опухолевые клетки 
(ДОК) в костном мозге (КМ) – предшественники последующих отдаленных метастазов. Детекция ДОК при немелкоклеточ-
ном раке легкого (НМРЛ) позволит получить важную информацию об особенностях метастазирования и оценить возмож-
ности выявления новых мишеней для лекарственной терапии НМРЛ.
Цель исследования – оценить возможность детекции ДОК в КМ у больных НМРЛ, а также проанализировать частоту 
поражения и взаимосвязь с клинико-морфологическими параметрами опухоли.
Материалы и методы. Морфологическим и иммунологическим методами изучено 62 образца КМ пациентов с НМРЛ. Про-
ведена оценка состояния гемопоэза в зависимости от наличия поражения КМ. С помощью проточной цитометрии выполнен 
анализ ДОК (FACSCanto II, США, программа Kaluza Analysis v 2.1). Применялись моноклональные антитела к СD45, цито-
кератинам, меченные напрямую различными флуорохромами.
Результаты. В КМ ДОК (EPCAM+CD45–) были обнаружены у 43,5 % пациентов c НМРЛ (в качестве порогового значения 
приняли 1 клетку на 10 млн миелокариоцитов). Наличие ДОК не коррелировало с размером опухоли, статусом лимфатических 
узлов, стадией опухолевого процесса. Наибольшая частота обнаружения ДОК наблюдалась при IА- и IIА-стадии и состави-
ла 60,7 % (3 / 5) и 58,3 % (7 / 12) соответственно. Поражение КМ в 45 % (15 / 33) случаев наблюдалось при аденокарциноме, 
при плоскоклеточном раке опухолевые клетки выявлены в 37 % (10 / 27) образцов (р = 0,501). Установлено, что ДОК чаще 
выявляются при более дифференцированных опухолях (р = 0,023). Существенных корреляций между наличием ДОК в КМ 
и показателями миелограммы не установлено. В 4 % случаев поражения КМ наблюдалось снижение суммы клеток грануло-
цитарного ростка (р = 0,036).
Заключение. Установлена возможность детекции ДОК в КМ больных НМРЛ. Частота поражения КМ составила 43,5 %. 
ДОК выявлены даже на ранних стадиях НМРЛ. Обнаружена взаимосвязь поражения КМ и степени дифференцировки опухо-
ли. В сравнении с плоскоклеточным раком легкого более частое поражение наблюдалось при аденокарциноме.

Ключевые слова: диссеминированные опухолевые клетки, костный мозг, немелкоклеточный рак легкого, морфология, проточ-
ная цитометрия
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Introduction. There is evidence that disseminated tumor cells (DOCs) in the bone marrow (BM) are precursors of subsequent distant 
metastases. The detection of DOCs in non-small cell lung cancer (NSCLC) will provide important information about the features of me-
tastasis, as well as the possibilities of identifying new targets for the treatment of NSCLC.
Purpose of the study is to evaluate the possibility of detection DOCs in BM and to identify the frequency of BM involvement in patients 
with NSCLC.
Materials and methods. Morphological and immunological methods studied 62 BM samples from patients with NSCLC. DOCs analysis 
was performed using flow cytometry (FACSCanto II, USA, Kaluza Analysis v 2.1 software), monoclonal antibodies to CD45, cytokeratins 
directly labeled with various fluorochromes were used.
Results. DOCs (EPCAM+CD45–) in the BM were found in 43.5 % of patients (threshold level: 1 cell per 10 million myelocaricytes). The presence 
of DOCs did not correlate with tumor size, lymph node status, stage of the tumor process. The highest detection rates of DOCs were observed 
at stages IA and IIA: 60.7 % (3 / 5) and 58.3 % (7 / 12) respectively. BM involvement in adenocarcinoma was observed in 45 % (15 / 33) cases, 
in squamous cell carcinoma – in 37 % (10 / 27) samples (p = 0.501). It was found that DOCs are more often detected in more differen-
tiated tumors (p = 0.023). Significant correlations between the presence of DOCs in the BM and myelogram parameters have not been 
established. A decrease in the number of granulocyte germ cells was observed in 4 % of BM involvement (p = 0.036).
Conclusion. The possibility of detecting DOCs in the BM of NSCLC patients has been established. BM involvement was 43.5 %. DOCs 
are detected even in the early stages of NSCLC. Relationship between BM involvement and the degree of tumor differentiation was found. 
More frequent BM involvement was observed in adenocarcinoma compared with squamous cell carcinoma of the lung.

Key words: disseminated tumor cells, bone marrow, non-small cell lung cancer, morphology, flow cytometry
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Введение
Немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ) – веду-

щая причина смертности от злокачественных опухо-
лей в большинстве стран мира. Новейшие достижения 
лекарственной терапии, основанной на молекуляр-
но-биологических характеристиках опухоли, стали 
большим прорывом, однако выживаемость больных 
НМРЛ остается по‑прежнему довольно низкой. К со-
жалению, 5‑летний рубеж переживают не более 18 % 
больных [1].

В  настоящее время усилия ученых направлены 
на разработку различных стратегий повышения эф-
фективности противоопухолевого иммунного ответа, 
и значительная доля научных исследований посвя-
щена изучению иммунобиологических механизмов 
гематогенного метастазирования [2–4]. Предметом 
пристального внимания в этом контексте стали дис-
семинированные опухолевые клетки (ДОК), которые 
довольно часто обнаруживаются в  костном мозге 
(КМ) онкологического больного [5–8]. Следует под-
черкнуть, что  практически у  40 % таких больных 
имеются ранние стадии опухолевого процесса. КМ 
требует очень тщательного изучения, поскольку, по-
падая в него, ДОК вступают во взаимодействие с но-
вым микроокружением, от которого зависит их судь-
ба. В ряде случаев ДОК остаются бездействующими 
или спящими [9]. Однако они могут избегать иммун-
ного ответа, что в дальнейшем приводит к появлению 
вторичных опухолей. Существенно нарушая строго 
контролируемые клеточные и молекулярные меха-

низмы микроокружения, они тем самым способству-
ют собственному выживанию и образуют метастати-
ческую нишу [10, 11]. Таким образом КМ становится 
новым прибежищем ДОК, в котором они подверга-
ются успешной клональной экспансии и параллель-
ной прогрессии [2, 12]. Эти процессы приводят к при-
обретению ими новых фенотипических признаков. 
В недавней работе показана гетерогенность ДОК: они 
экспрессируют на своей поверхности разнообразный 
набор антигенов [7], что отличает их от первичной 
опухоли и отражает сложную архитектуру отношений 
между ДОК и микроокружением. Имеются данные, 
что ДОК в КМ могут иметь геномные профили, не 
связанные с первичной опухолью [13]. Это отсылает 
нас в эпоху, когда в 60‑е годы XX в. Л. Фулдсом впер-
вые было постулировано, что опухолевая клетка в ре-
зультате опухолевой прогрессии необратимо приобре-
тает новые черты, необходимые для ее выживания [14]. 
Так создаются новые возможности для дальнейших 
микроэволюционных изменений. Они приводят к по-
вышению независимости роста ДОК от локальных, 
системных или лечебных воздействий.

На сегодняшний день имеются высокочувствитель-
ные иммунологические методы, накоплен богатый опыт 
детекции ДОК. Установлена возможность количествен-
ного определения ДОК и их фенотипической характе-
ристики [7]. Поражение КМ и роль ДОК как фактора 
неблагоприятного прогноза показаны при раке молоч-
ной железы [6, 15], раке желудка [16], меланоме [7]. Что 
касается НМРЛ, данные пока противоречивы [8].
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Идентификация и характеристика ДОК позволи-
ли получить важную информацию о механизмах ме-
тастазирования, что привело к лучшему пониманию 
молекулярных изменений и  профилей, лежащих 
в основе лекарственной устойчивости опухолей [17]. 
В связи с этим ДОК рассматриваются как возможная 
мишень для лекарственной терапии [18], ведь вместо 
ожидания появления метастазов целесообразнее на-
целиваться на метастатические семена еще до того, 
как они прорастут. Уже положено начало исследова-
ниям, направленным на разработку схем для предот-
вращения активации и пролиферации ДОК, в осо-
бенности у  больных с  высоким риском рецидива, 
а также у пациентов с полным ответом на лечение. 
Предварительные клинические и лабораторные дан-
ные свидетельствуют об эффективности этой страте-
гии при раке желудка и некоторых эндокринозави-
симых опухолях [19].

Установлен ряд особенностей гемопоэза у онко-
логических больных [20], что может служить основа-
нием для более глубокого понимания поведения ДОК 
в условиях костномозгового микроокружения.

Таким образом, изучение КМ при НМРЛ и воз-
можности детекции ДОК представляет существенный 
интерес. Анализ ДОК и  их  взаимосвязи с  клини-
ко-морфологическими характеристиками опухоли 
позволит глубже понять закономерности опухолево-
го роста и  оценить возможности выявления новых 
мишеней для лекарственной терапии.

Цель исследования – оценить возможность детек-
ции ДОК в КМ у больных НМРЛ, а также проанали-
зировать частоту поражения и взаимосвязь с клини-
ко-морфологическими параметрами опухоли.

Материалы и методы
В данное исследование были включены 62 боль-

ных НМРЛ, которые получали лечение в условиях 
ФГБУ «Национальный медицинский исследователь-
ский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздра-
ва России с 2018 по 2019 г. Возраст больных варьиро-
вал от 17 до 80 лет, средний возраст составил 63 года. 
В исследовании участвовали 48 (77,4 %) мужчин и 14 
(22,6 %) женщин. Всем больным было выполнено 
хирургическое пособие, за  исключением 1 случая, 
в котором провели биопсию. В табл. 1 представлено 
распределение больных по стадиям.

Согласно данным патоморфологического заклю-
чения у 27 (43,5 %) больных диагностирован плоско-
клеточный рак, у 33 (53,3 %) пациентов – аденокарци-
нома, в 2 (3,2 %) случаях – другие гистологические 
формы. Преобладали опухоли умеренно дифференци-
рованные (G2) – 50 % (n = 31), высокодифференци
рованные опухоли (G1) наблюдались в 6,5 % (n = 4), 
низкая степень дифференцировки (G3) отмечена в 32 % 
случаев (n = 20) (рис. 1). В 7 случаях G не определено.

Таблица 1. Распределение больных немелкоклеточным раком легко-
го по стадиям

Table 1. The distribution of patients with non-small cell lung cancer in stages

Стадия 
Stages

Число больных 
Number of patients

%

IA 5 8,2

IB 13 21,0

IIA 12 19,5

IIB 9 14,5

IIIA 13 21,0

IIIB 4 6,5

IV 6 9,7

Всего 
Total

62 100

Образец КМ получен путем стернальной пункции 
во время хирургического вмешательства. Объем кост-
номозгового пунктата не превышал 1,0 мл, поскольку 
при большем объеме возрастала вероятность разбавле-
ния образца периферической кровью. Изучение КМ 
проводилось 2 методами: морфологическим и иммуно-
логическим. Морфологическое исследование выпол-
нялось на 6 стеклах, окрашенных по методу Романов-
ского. Подсчет миелограммы и  поиск опухолевых 
клеток осуществлялись одновременно 2 морфологами. 
Для иммунологической оценки наличия ДОК в КМ 
использовались моноклональные антитела к цитоке-
ратинам EPСАМ (Becton Dickinson, США) и  КL-1 
(Immunotech, Франция), СD45, меченные напрямую 
различными флуорохромами: FITC, PE, V500, V450, 
PerCP. Сбор клеток проводили на проточном цитометре 
FACSCanto II, США. Анализировали результаты с по-
мощью программы Kaluza Analysis v 2.1 (Beckman 
Coulter, USA). Оценивалось 20 млн миелокариоцитов 
(или все клетки образца). ДОК выявлялись по отсут-
ствию экспрессии общего лейкоцитарного антигена 
CD45 в сочетании с экспрессией EPСАМ или КL-1.

Статистическую обработку данных выполняли 
с использованием пакета IBM-SPSS Statistics v. 18.

Рис. 1. Степень дифференцировки опухоли

Fig. 1. The degree of tumor differentiation

  �Высокодифференциро-
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differentiated

  �Умеренно 
дифференцированная / 
Moderately differentiated

  �Низкодифференциро-
ванная / Low differentiated

  �G не определено /  
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Результаты и обсуждение
В морфологический анализ пунктатов КМ были 

включены подсчет миелограммы и поиск опухолевых 
клеток. Морфологически ДОК в КМ выявлены толь-
ко в 1 из 62 случаев. При иммунологической оценке 
наличия ДОК в КМ за пороговый уровень была при-
нята 1 опухолевая клетка на 10 млн миелокариоцитов. 
С учетом заданного порогового значения на основа-
нии яркой экспрессии EPCAM и отсутствия экспрес-
сии CD45, ДОК (CD45 – EPCAM+) выявлены в 43,5 % 
образцов КМ (n = 27) (рис. 2).

Одна эпителиальная (опухолевая) клетка среди 
10 млн миелокариоцитов в  образцах КМ выявлена 
у 9 (14 %) больных. В остальных случаях количество 
опухолевых клеток, определяемых иммуноцитологи-
чески, варьировало от 2 до 242. Четкий кластер опу-
холевых клеток (микрометастаз) диагностирован 
у 2 (3,2 %) из 62 больных НМРЛ. Наибольшее коли-
чество ДОК в КМ наблюдалось у больного со стади-
ей IIA (T2аN1M0) плоскоклеточного рака легкого 
(рис. 3). Морфологически микрометастазы у этих 2 боль-
ных не установлены.

Рис. 2. Выявление диссеминированных опухолевых клеток в костном мозге больного немелкоклеточным раком легкого методом проточной 
цитометрии: а – в гейте А диссеминированные опухолевые клетки наблюдались на основании экспрессии EPCAM (ось Y) и отсутствия CD45 
(ось Х); б – отсутствие экспрессии CD45 (ось Х) и низкие характеристики бокового светорассеяния SSC (ось Y) диссеминированных опухо-
левых клеток

Fig. 2. Detection disseminated tumor cells in the bone marrow of non-small cell lung cancer patients by flow cytometry: a – in gate A disseminated tumor 
cells was observed based on the expression of EPCAM (Y axis) and the absence of CD45 (X axis); б – shows the absence of CD45 expression (X axis) and 
low lateral light scattering characteristics SSC (Y axis) disseminated tumor cells

Рис. 3. Диссеминированные опухолевые клетки (ДОК) в костном мозге больного Ж. На данном рисунке показан пример обнаружения класте-
ра ДОК немелкоклеточного рака легкого: а – ДОК (484 клетки) наблюдались на основании яркой экспрессии EPCAM в гейте А (ось Y) и от-
сутствия CD45 (ось Х) в сочетании с низкими характеристиками бокового светорассеяния SSC ДОК (цитограмма б – ось Y)

Fig. 3. Disseminated tumor cells (DTCs) in the bone marrow of patient Zh. This figure shows an example of the detection of DTCs cluster non-small cell 
lung cancer: а – DTCs (gate A – 484 cells) were observed based of the bright expression of EPCAM (Y axis) in) and the absence of CD45 (X axis) in 
combination with low lateral light scattering characteristics SSC (cytogram б – Y axis)
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При использовании порогового уровня «1 клет-
ка на 1 млн миелокариоцитов» ДОК выявлены в 4 
(6,65 %) образцах КМ. При этом в 2 случаях наблю-
далась II стадия НМРЛ, в равной степени адено-
карцинома и плоскоклеточный рак. При исполь-
зовании порогового уровня «1 клетка на 100 тыс. 
миелокариоцитов» наличие ДОК в КМ установле-
но в 1 случае, как уже было упомянуто, у больного 
с IIA-стадией (T2аN1M0).

Нами не установлено достоверной связи между 
наличием ДОК в КМ (1 клетка на 10 млн миелокари-
оцитов) и возрастом, полом больных. В работе про-
веден анализ взаимосвязи поражения КМ и клинико-
морфологических характеристик первичной опухоли. 
Частота обнаружения ДОК в  КМ в  зависимости 
от стадии опухолевого процесса представлена в табл. 
2. Как видно, даже на начальных стадиях среди мие-
локариоцитов присутствуют опухолевые клетки. Дан-
ный факт свидетельствует о раннем процессе гема

Таблица 2. Поражение костного мозга больных немелкоклеточным 
раком легкого в зависимости от распространенности опухолевого 
процесса

Table 2. Bone marrow involvement in patients with non-small cell lung 
cancer depending on the tumor spread

Стадия 
Stage

Диссеминированные 
опухолевые клетки 

Disseminated tumor cells Всего 
Total

Отсутствуют 
Absent

Присутствуют 
Present

Абс. 
Abs.

 % Абс. 
Abs.

 % Абс. 
Abs.

 %

IA 2 40,0 3 60,0 5 100,0

IB 8 61,5 5 38,5 13 100,0

IIA 5 41,7 7 58,3 12 100,0

IIB 5 55,6 4 44,4 9 100,0

IIIA 9 69,2 4 30,8 13 100,0

IIIB 3 75,0 1 25,0 4 100,0

IV 3 50,0 3 50,0 6 100,0

Всего 
Total

35 56,5 27 43,5 62 100,0

Примечание. Статистическая значимость: р = 0,475. 
Note. Statistical significance: р = 0,475.

Таблица 3. Частота выявления диссеминированных опухолевых 
клеток в зависимости от размера первичной опухоли

Table 3. Frequency of detection of disseminated tumor cells depending 
on the size of the primary tumor

Стадия 
Stage

Диссеминированные опухоле-
вые клетки 

Disseminated tumor cells Всего 
Total

Отсутствуют 
Absent

Присутствуют 
Present

Абс. 
Abs.

% Абс. 
Abs.

% Абс. 
Abs.

%

pT

Т1 2 28,6 5 71,4 7 100,0

Т2 21 56,8 16 43,2 37 100,0

Т3 7 63,6 4 36,4 11 100,0

Т4 5 71,4 2 28,6 7 100,0

Всего 
Total

35 56,5 27 43,5 62 100,0

тогенного микрометастазирования. Наибольшая час
тота обнаружения ДОК наблюдалась при IА- и IIА-ста
диях и составила 60,7 и 58,3 % соответственно.

Далее нами проанализирована связь между раз-
мером первичной опухоли, количеством пораженных 
лимфоузлов и наличием ДОК в КМ (табл. 3). Пода-
вляющее большинство ДОК-положительных случаев 
(71,4 %, 5 из 7) наблюдалось при стадии Т1. При ста-
дии Т2 частота поражения КМ составляла 43,2 %. При 
больших размерах опухоли ДОК выявлялись реже: 36,4 
и 28,6 % соответственно при стадиях Т3 и Т4 (p = 0,130). 
Достоверной зависимости ДОК-статуса от размеров 
опухоли не выявлено.

В нашем исследовании в тех случаях, когда ре
гионарные лимфатические узлы были интактны, 
в  46,4 % (13 из  28) образцов КМ обнаруживались 
ДОК. Поражение КМ при N1 наблюдалось у 42,1 % 
(8 из 19) больных, а при N2 и N3 – в 33,3 % (4 из 12) 
и  100 % (2 из  2) случаев соответственно, при этом 
отличия были статистически незначимы. Следует 
обратить внимание, что в исследовании преобладали 
больные с поражением лимфатических узлов (53 %).

Отдаленные метастазы (М1) в исследовании уста-
новлены в 6 случаях. Поражение КМ наблюдалось 
при этом у 50 % (3 из 6) больных. У этих пациентов 
количество выявленных опухолевых клеток состави-
ло в среднем 5 на 10 млн миелокариоцитов.

Оценка наличия ДОК в КМ в зависимости от ги-
стологического вида опухоли обнаружила, что пора-
жение КМ чаще наблюдалось при аденокарциноме 
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(45,5 %) (табл. 4). При плоскоклеточном раке опухо-
левые клетки выявлены в 37 % образцов. Различия 
недостоверны: р = 0,501.

При анализе частоты поражения КМ в зависимо-
сти от степени дифференцировки опухоли установ-
лена связь (р = 0,023) с данным признаком (табл. 5). 
Как видно из таблицы, наибольшая частота выявле-
ния ДОК отмечена при высокодифференцированном 
раке (G1). При низкой дифференцировке ДОК вы-
являлись у 8 из 20 больных, что составило 40 %. Ана-
логичные данные получены в исследовании W. Sienel 
и  соавт., в  котором ДОК значительно чаще (32 %) 
выявлялись в КМ при более дифференцированных 
опухолях (G1–G2), чем при опухолях с низкой диф-
ференцировкой (4 %) G3–G4, p = 0,03 [21].

Таким образом, по результатам анализа взаимо
связи ДОК-статуса и морфологических характеристик 
опухоли оказалось, что поражение КМ преимуще-
ственно наблюдается при более дифференцирован-
ных опухолях. Последний факт весьма интересен 
и требует более глубокого изучения в большей когор-
те. Возможно, пациенты НМРЛ с подобными типами 
опухолей будут нуждаться в иной схеме терапии.

Согласно имеющимся данным об особенностях 
гранулоцито- и эритропоэза у онкологических боль-
ных, у которых выявлены ДОК, нами также прове-
дена оценка показателей миелограмм больных НМРЛ 
в зависимости от наличия поражения КМ и от коли-
чества обнаруженных в  нем опухолевых клеток. 
При анализе средних значений достоверных отличий 
в группах с наличием и отсутствием ДОК в КМ не вы-
явлено. Однако обращает на  себя внимание более 
низкая клеточность при поражении КМ. В исследо-

вании Д. А.  Рябчикова и  соавт. при  раке молочной 
железы показано, что при ДОК-положительном ста-
тусе содержание миелокариоцитов в 1,6 раза досто-
верно ниже, чем при отсутствии ДОК [6]. Также нель-
зя не отметить, что лейкоэритронормобластическое 
соотношение более высокое при наличии поражения 
КМ, хотя различия статистически незначимы. По-
добный факт, но с достоверным отличием, отмечен 
в исследовании КМ при меланоме [7].

Изучив таблицы сопряженности признаков, мы 
отметили, что в  группе больных НМРЛ, у которых 
имелось поражение КМ, только в 4 % случаев наблю-
далось снижение суммы клеток гранулоцитарного 
ростка (р = 0,036) по сравнению с группой без ДОК 
(12,5 %). Аналогичные результаты получены в иссле-
довании по меланоме, но в большем количестве слу-
чаев [7]. Возможно, что выявленные закономерности 
касаются более поздних стадий, поскольку в нашем 
исследовании преобладали больные с ранними ста-
диями. Промиелоциты были снижены у 72 % больных 
НМРЛ при наличии ДОК, а при отсутствии – у 84,4 %. 
Снижение уровня миелоцитов наблюдалось лишь 
в  8 % случаев при  поражении КМ против 18,8 %. 
У подавляющего большинства (68 %) больных, в КМ 
которых установлено наличие ДОК, был снижен ин-
декс созревания гранулоцитов.

Что  касается эритроидного ростка, то  в  44  % 
ДОК-положительных случаев у  больных НМРЛ 
отмечено снижение полихроматофильных форм по 
сравнению с ДОК-отрицательными (56,3  %). Уро-
вень оксифильных нормобластов был повышен 
в 72 % образцов КМ, в котором присутствовали ДОК, 
а при отрицательных случаях – в 58,1 %. При этом 

Таблица 5. Частота выявления диссеминированных опухолевых 
клеток в зависимости от степени дифференцировки опухоли

Table 5. Frequency of detection of disseminated tumor cells depending  
on the degree of tumor differentiation

Степень диф-
ференцировки 

опухоли 
The degree 

of tumor 
differentiation

Диссеминированные 
опухолевые клетки 

Disseminated tumor cells Всего 
Total

Отсутствуют 
Absent

Присутствуют 
Present

Абс. 
Abs.

% Абс. 
Abs.

% Абс. 
Abs.

%

Низкая G3 
Low G3

12 60,0 8 40 20 100,0

Умеренная G2 
Moderate G2

20 64,5 11 35,5 31 100,0

Высокая G1 
High G1

0 0,0 4 100,0 4 100,0

Всего 
Total

32 60,4 23 39,6 55 100,0

Таблица 4. Поражение костного мозга в зависимости от гистоло-
гического типа немелкоклеточного рака легких

Table 4. Bone marrow involvement depending on the histological type  
of non-small cell lung cancer

Гистологи-
ческий вид 

опухоли 
Histological type 

of tumor

Диссеминированные опухо-
левые клетки 

Disseminated tumor cells Всего 
Total

Отсутствуют 
Absent

Присутствуют 
Present

Абс. 
Abs.

% Абс. 
Abs.

% Абс. 
Abs.

%

Плоскокле-
точный 
Squamous

17 63,0 10 37,0 27 100,0

Аденокарци-
нома 
Adenocarcinoma

18 54,5 15 45,5 33 100,0

Всего 
Total

35 58,3 25 41,7 60 100,0
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в 24  % ДОК-положительных случаев сумма клеток 
эритроцитарного ростка была снижена, а лейкоэри-
тронормобластическое соотношение повышено более 
чем у половины больных: 14 (56 %) из 25.

Отдельно был проведен анализ показателей ми-
елограмм в  тех случаях, в  которых ДОК выявлены 
на 1 млн миелокариоцитов. Статистически значимых 
отличий при  этом с  ДОК-отрицательным статусом 
не установлено. Однако следует отметить, что кле-
точность у 3 (75 %) больных с поражением КМ была 
в норме, у всех наблюдалось повышение количества 
бластных клеток, миелоциты в 3 случаях были в нор-
ме. Повышение оксифильных форм отмечено у  3 
(63,5 %) больных, повышение индекса созревания 
эритроцитов – у 75 % против 66 %. Лейкоэритронор-
мобластическое соотношение в образцах с пораже-
нием КМ было повышено в  50 % случаев (против 
60 %).

Резюмируя проведенный анализ наличия взаи-
мосвязи гранулоцито- и  эритроцитопоэза, следует 
отметить, что есть тенденция к перестройке костно-
мозгового микроокружения ДОК, однако не все опи-
санные наблюдения носили достоверный характер. 
Тем не менее полученные факты необходимо принять 
во внимание и подвергнуть дальнейшему изучению, 
поскольку в нашем исследовании преобладали боль-
ные НМРЛ ранних стадий и количество выявленных 
ДОК у большинства пациентов не превышало 10 на 
20 млн миелокариоцитов. Возможно, изменение 
в КМ ДОК происходит длительно и зависит также от 
количества ДОК и их активности. ДОК в КМ могут 
оставаться бездействующими, приобретая фенотип 
покоя, и, таким образом, не оказывать влияния на 
микроокружение. Уже изучены отдельные молеку-
лярные генетические механизмы, обеспечивающие 
такой фенотип ДОК в КМ [23]. Кроме того, важно 
учитывать, что гетерогенность популяции ДОК так-
же может определять степень изменений гемопоэза.

Данные об изменениях гемопоэза КМ, полученные 
в других исследованиях, несомненно, свидетельству-
ют о том, что миело- и эритропоэз участвуют в опу-

холевом процессе, и их перестройка вполне вероятно 
способствует длительной персистенции ДОК в КМ.

Заключение
Идентификация ДОК и возможность их характе-

ристики позволяют получить важную информацию 
о механизмах метастазирования, лучше понять изме-
нения, лежащие в основе лекарственной устойчиво-
сти опухоли. С учетом растущей роли иммунотерапии 
НМРЛ анализ ДОК, их взаимодействие с иммунны-
ми клетками, местом генерации которых служит КМ, 
становятся предметом интенсивных исследований.

В данной работе установлена возможность детек-
ции ДОК у больных НМРЛ. Выявление поражения 
КМ проводилось на сновании отсутствия экспрессии 
общего лейкоцитарного антигена CD45 в сочетании 
с экспрессией EPСАМ или КL-1. Частота выявления 
ДОК у больных НМРЛ составила 43,5 %, что сопо-
ставимо с  результатами детекции ДОК при  других 
опухолях. При этом она была выше на ранних стади-
ях опухолевого процесса. Данный факт свидетель-
ствует, что процесс гематогенного микрометастази-
рования – раннее событие в опухолевой прогрессии 
НМРЛ. В  отдельных случаях установлены четкие 
кластеры ДОК в КМ. При аденокарциноме частота 
выявления ДОК в КМ больных НМРЛ была выше. 
Установлена связь поражения КМ со степенью диф-
ференцировки опухоли. Изложенные факты пред-
ставляются интересными и  требуют дальнейшего 
изучения с целью оценки прогностической значимо-
сти ДОК при НМРЛ и анализа выбора ресурсов им-
мунотерапии.

Доказанная взаимосвязь поражения КМ с небла-
гоприятным прогнозом при ряде опухолей, а именно 
с  плохой общей и  безрецидивной выживаемостью, 
нацеливает ученых на разработку стратегий, направ-
ленных на предотвращение активации и пролифера-
ции ДОК. Таким образом, на сегодняшний день ДОК 
рассматриваются как перспективная мишень для ле-
карственной терапии и НМРЛ не является исклю
чением.
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ЗНАЧЕНИЕ БАЗАЛЬНОЙ ЭКСПРЕССИИ 
ГЕМОКСИГЕНАЗЫ-1 ДЛЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ  

КЛЕТОК МЕЛАНОМЫ ЧЕЛОВЕКА  
К ОКИСЛИТЕЛЬНОМУ СТРЕССУ IN VITRO

Т. А. Сидорова, Э. Ш. Соломко, Ю. А. Хоченкова, А. А. Прокофьева, Д. А. Хоченков
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  

Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Татьяна Александровна Сидорова tatsid@yahoo.com

Введение. Молекулярная основа механизма действия радио- и фотодинамической терапии, а также ряда противоопухолевых 
химиопрепаратов – окислительный стресс (ОS). Фермент гемоксигеназа-1 (НО-1), молекулярный маркер ОS – ключевой 
участник системы защиты и адаптации опухолевых клеток в условиях стресса.
Цель исследования – выяснить, зависит ли чувствительность опухолевых клеток меланомы человека к ОS от базального 
и индуцированного модуляторами уровня экспрессии гена НО-1.
Материалы и методы. В работе были использованы опухолевые клетки меланомы человека разных линий. Экспрессию мРНК 
НО-1 в клетках изучали методом полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией в реальном времени, содержание 
активных форм кислорода в клетках – методом проточной цитометрии, цитотоксичность препаратов – с применением 
МТТ-метода.
Результаты. По нашим данным, клетки меланомы человека имеют разные по величине базальные уровни транскрипции НО-1: 
высокий (3,0–3,5 o. е.) у линий MelIL, MelP, средний (1,5 о. е.) у линий MeWo, MelZ, MelIbr и низкий (0,5 о. e.) у MelMе, A375). 
Установлено, что чувствительность клеток к Н

2
О

2
, индуктору OS, не зависит от величины базальной экспрессии НО-1. 

Гемининдуцированное увеличение базальной экспрессии НО-1 обнаружено только в клетках меланомы со средним (MeWo) 
и низким (А375) уровнями этого параметра и сопровождается увеличением их устойчивости к Н

2
О

2 
(в 2 раза). Определено, 

что репрессия НО-1 в присутствии апигенина регистрируется в клетках меланомы с разным базальным уровнем, однако 
сенситизация к Н

2
О

2 
(2–4 раза) наблюдалась только для клеток со средним (MeWo) и низким (А375) уровнями базальной 

экспрессии НО-1. Выявлено, что снижение базальной экспрессии НО-1, индуцированное апигенином, сопровождается увели-
чением содержания активных форм кислорода в клетках и вносит вклад в увеличение чувствительности их к Н

2
О

2
.

Заключение. Результаты нашего исследования показывают значение природного флавона апигенина в качестве модулятора 
экспрессии HO-1.

Ключевые слова: меланома человека, гемоксигеназа-1, гемин, апигенин

Для цитирования: Сидорова Т. А., Соломко Э. Ш., Хоченкова Ю. А. и др. Значение базальной экспрессии гемоксигеназы-1 для чув-
ствительности клеток меланомы человека к  окислительному стрессу in vitro. Российский биотерапевтический журнал 
2020;19(3):38–45.

DOI: 10.17650/1726-9784-2020-19-3-38-45	

THE VALUE OF BASAL EXPRESSION LEVEL OF HEMOXYGENASE-1 FOR SENSITIVITY  

OF HUMAN MELANOMA CELLS TO OXIDATIVE STRESS IN VITRO

T. A. Sidorova, E. Sh. Solomko, Yu. A. Khochenkova, A. A. Prokofieva, D. A. Khochenkov

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

Introduction. The molecular basis of radio- and photodynamic therapy (PDT), the mechanism of action of a number of antitumor che-
motherapy drugs is oxidative stress (OS). The enzyme hemoxygenase-I (НO-1), a molecular marker of OS, is a key participant in the 
system of protection and adaptation of tumor cells under stress.
Objective. To find out whether the sensitivity of human melanoma tumor cells to OS depends on the basal and modulator-induced levels 
of НO-1 expression
Material and methods. Human melanoma cell lines were used in the study. The expression of mRNA НO-1 in cells was studied by re-
al-time RT-PCR, the reactive oxygen species content in cells – by flow cytometry and the cytotoxicity of drugs – by MTT assay.
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Results. According to our data, human melanoma cells have different basal levels of HO-1 transcription: high (3.0–3.5 o. u.) in lines 
MelIL, MelP, medium (1.5 o. u.) in lines MeWo, MelZ, MelIbr and low (0.5 o. e.) – MelMe, A375).There is no direct correlation be-
tween the level of basal cell expression of HO-1 and their sensitivity to the OS inducer – H

2
O

2
. The hemin-induced increase in HO-1 

expression in cells is accompanied by doubled resistance to H
2
O

2
. It was found that HO-1 repression in the presence of apigenin was 

registered in melanoma cells with different basal levels, but sensitization to H
2
O

2
 (2–4 times) was observed only for cells with medium 

(MeWo) and low (A375) levels of basal HO-1 expression. It was found that the decrease in basal expression of HO-1 induced by apigen-
in is accompanied by an increase in the reactive oxygen species content in cells.
Conclusions. The results of our research allow us to recommend natural flavon apigenin, a modulator of HO-1 expression, for inclusion 
in the chemotherapy and PDT regimens to increase the effectiveness of human melanoma treatment.

Key words: human melanoma cell lines, hemoxygenase-1, hemin, apigenin

For citation: Sidorova T. A., Solomko E. Sh., Khochenkova Yu. A. et al. The value of basal expression level of hemoxygenase-1 for sen-
sitivity of human melanoma cells to oxidative stress in vitro. Rossiyskiy bioterapevticheskiy zhurnal = Russian Journal of Biotherapy 
2020;19(3):38–45. (In Russ.).

Введение
Меланома кожи (МК) – распространенное зло-

качественное новообразование кожных покровов, 
которое обладает способностью быстро метастазиро-
вать и  слабой чувствительностью к  химиотерапии 
вследствие активирующих мутаций, что определяет 
причину высокой смертности больных [1]. В основе 
низкой эффективности химиотерапии МК лежит ис-
ходная устойчивость опухолевых клеток к цитоста-
тикам: алкилирующим препаратам (дакарбазин, темо
золомид), препаратам платины, винкаалкалоидам [2]. 
Полагают, что  молекулярные механизмы исходной 
устойчивости клеток меланомы к химиотерапии при-
обретаются в процессе опухолевого патогенеза и мо-
гут быть связаны с воздействием внешних факторов, 
в первую очередь ультрафиолетового (УФ) излучения. 
Установлено, что молекулярно-биологические изме-
нения в меланоцитах, индуцированные УФ-излуче-
нием, играют роль в развитии МК [3]. УФ-излучение, 
взаимодействуя с эндогенными хромофорами, таки-
ми как  нуклеиновые кислоты, белки, порфирины, 
флавины и меланин, становится триггером биологи-
ческих процессов в  клетках кожи: специфических 
мутаций и окислительного стресса (OS), развиваю-
щегося в клетке вследствие нарушения баланса окис-
лителей-восстановителей.

Эндогенные хромофоры – источники активных 
форм кислорода (ROS), таких как супероксид-анион 
(О

2
·), радикал гидроксила (ОН·) и  Н

2
О

2
. Известно, 

что ROS при низких концентрациях становятся ме-
диаторами в сигнальных процессах клетки [4], но их 
гиперпродукция может привести к  активации этих 
путей, вызывая стимуляцию пролиферации или апоп-
тоз [5]. Полагают, что ROS как регуляторы сигналь-
ных путей клетки могут быть вовлечены в патогенез 
меланомы [6].

В условиях длительного стресса (УФ), сопрово-
ждаемого накоплением ROS в клетках, вырабатыва-
ются защитные механизмы, необходимые для их 
адаптации и выживания. Развитие OS сопровожда-

ется повреждением гемопротеинов, и, как следствие, 
в клетке появляется «свободный» гем. Для защиты 
от избытка «гемового» железа в клетке активируется 
система гемоксигеназа-1 (HО-1) / ферритин (Ft). Уста-
новлено, что  УФ является индуктором экспрессии 
НО-1 (мРНК / белка) в опухолевых клетках [7].

Можно предположить, что  в  ходе адаптации 
к стрессорному УФ-воздействию меланоциты, пред-
шественники меланомы, приобретают для защиты 
от  OS конститутивно-активную систему HО-1 / Ft 
с «канонической» функцией, участвующей в поддер-
жании гомеостаза внутриклеточного пула железа. 
Кроме того, нельзя исключить существование в клет-
ках меланомы «неканонических» изоформ HО-1, 
которые в ряде опухолевых клеток вовлечены в регу-
ляцию транскрипции генов (ядерная изоформа НО-1) 
[8] или в пролиферативную активность (цитоплазма-
тический вариант НО-1, индуцируемый ультрафио-
летом) [9].

Ранее нами было показано, что миеломонобласты 
человека линии U937, имеющие базальный уровень 
экспрессии HО-1, оказались в 2 раза устойчивее к воз-
действию Н

2
О

2
 по сравнению с эритробластами ли-

нии К562, в которых исходно транскрипция HО-1 за
блокирована. В условиях активации системы HО-1 / Ft 
гемином (FePPIX), сопровождаемой увеличением 
экспрессии HО-1 и Ft, цитотоксичность Н

2
О

2
 для лей-

козных клеток линии U937 снижается [10]. В насто-
ящей работе мы попытались выяснить, существует ли 
связь между уровнем экспрессии HО-1 в опухолевых 
клетках и их чувствительностью к OS.

Цель настоящей работы – исследовать значение 
уровня транскрипции гена НО-1 для чувствительно-
сти клеток меланомы человека к OS. Нам предстояло 
определить базальный уровень экспрессии НО-1 
в клетках меланомы человека разных линий, сопо-
ставить величину базальной экспрессии НО-1 с чув-
ствительностью клеток к Н

2
О

2
, индуктором OS, вы-

яснить, влияет ли модуляция базальной экспрессии 
НО-1 (up-регуляция гемином и  down-регуляция 
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апигенином (Api)) в клетках меланомы на их чувстви-
тельность к Н

2
О

2
.

Материалы и методы
В работе были использованы препараты и хими-

ческие соединения: TRIzol, МТТ, H
2
O

2
, FePPIX, Api, 

2,7‑дихлорфлуоресцеин диацетат (DCFH-DA), Hepes, 
PBS (Sigma, США), дакарбазин (Veropharm, Россия); 
ферменты: обратная транскриптаза M-MuLV, поли-
мераза Tag, реакционные буферы (Fermentas, Литва); 
смесь дезоксинуклеотидов, гексамеры, праймеры для 
генов синтезированы в компании «Литех» (Россия).

В исследовании использованы культуры клеток 
меланомы человека линий MelIL, МelP, MelZ, MelIBR, 
MeWo, MelM, A375 и немелкоклеточного рака лег-
кого линии А549. Для поддержания линий и прове-
дения исследований клетки культивировали в пи
тательной среде, содержащей RPMI 1640, 10 % ЭТС, 
2 мМ глютамин и антибиотики (стрептомицин и пе-
нициллин).

Исследование жизнеспособности опухолевых клеток 
in vitro МТТ-методом
Для изучения цитотоксической активности пре-

паратов был использован МТТ-метод, подробно опи-
санный в работе Т. А. Сидоровой и соавт. [11]. Величи-
на IC

50
 – критерий цитотоксичности исследованных 

препаратов – определена с помощью метода числен-
ных решений по 3 экспериментальным точкам с мак-
симальными значениями модуля 1‑й производной 
экспериментальной кривой выживаемости клеток 
и представлена в виде М ± SD. Для оценки эффек-
тивности модулятора (М) в комбинации с препара-
тами использован индекс резистентности (IR), рав-
ный отношению: IC

50 
(препарат + М) / IC

50
‑препарат. 

Величина IR >1,0 в присутствии нецитотоксических 
концентраций М (выживаемость клеток не ниже 80 % 
по сравнению с контрольными клетками) свидетель-
ствовала о снижении чувствительности клеток к хи-
миопрепарату, а величина IR <1,0 – об увеличении 
чувствительности (сенситизации) клеток.

Исследование экспрессии генов НО-1 и Ft (FHC) 
в опухолевых клетках методом полимеразной  
цепной реакции с обратной транскрипцией  
в реальном времени
Выделение РНК из клеток и синтез кДНК
Через 6 ч после культивирования с препаратами 

клетки лизировали реагентом TRIzol из расчета 1 мл 
на 1 × 106 клеток в соответствии со стандартной ме-
тодикой. Концентрацию РНК определяли с помощью 
Quant-IT RNA Assay Kit по протоколу производителя 
(Invitrogen, США). Для синтеза кДНК брали 250 нг 
РНК и проводили обратную транскрипцию в конеч-
ном объеме смеси 20 мкл с использованием iScript™ 

Select cDNA Synthesis Kit согласно инструкции (Bio 
Rad, США). Реакцию проводили при 42 °С в течение 
70 мин. Обратную транскриптазу (ревертазу) инак-
тивировали нагреванием реакционной смеси до 85 °С 
в течение 5 мин. Контроль обратной транскрипции 
проводили при отсутствии обратной транскриптазы.

Полимеразная цепная реакция в реальном времени
Количественная полимеразная цепная реакция 

(ПЦР) в  реальном времени проводилась на  Light 
Cycler 96 (Roche, США) и CFX96 Real-Time System (Bio 
Rad, США) с использованием коммерческой смеси 
iTaq® Universal SYBR® Green Supermix согласно про-
токолу производителя (Bio Rad, США). В  качестве 
матрицы для ПЦР была использована кДНК образцов. 
Уровень экспрессии мРНК НО-1 и FHC определяли 
путем нормализации образцов к референсным генам 
(ß-актином и глицеральдегидфосфатдегидрогеназой). 
ПЦР-реакционная смесь содержала 2 мкл (50 нг) 
кДНК и 5 пикомоль праймеров, последовательности 
которых представлены в табл. 1.

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидов, использованных 
для анализа уровня экспрессии генов, и размер продукта

Table 1. Оligonucleotide sequences used to analyze gene expression levels 
and product sizes

Название 
гена 

Gene name

Последовательность прямого (F) /
 обратного (R) праймеров 

Forward (F) / Reverse (R) primer 
sequence

Размер 
продукта 

Product size

НО-1

F: 5’-CGGGCCAG
CAACAAAGTG-3’

R: 5’-AGTGTAAGGA
CCCATCGGAGAA-3’

107 п. н. 
107 n. p.

hFHC

F: 5’-GTAACGCCAGT
TCACCATCAGGAGTACT-3’
R: 5’-TTTCCAAATGTAATGC

ACACTCCATT-3’

276 п. н. 
276 n. p.

GAPDH

F: 5’-GGGGAGCCAAAAG
GGTCATCATCT-3’

R: 5’-GACGCCTGCTTCACC
ACCTTCTTG-3’

212 п. н. 
212 n. p.

ß-actin

F: 5’-GTGGGGCGCCCC
AGGCACCA-3’

R: 5’-CTCCTTAATGTCAC
GCACGATTTC-3’

201 п. н. 
201 n. p.

Условия амплификации: предварительная обра-
ботка: 5 мин при 95 °C, последующие 39 циклов: 95 °С – 
5 с; 60 °С – 30 с; 72 °С – 30 с. Анализ кривых плавления 
проводили путем детекции флуоресценции при посте-
пенном нагревании образцов до 95 °C с шагом 0,5 °C 
в секунду. Все образцы анализировались в триплетах 
в 96‑луночных низкопрофильных планшетах. Резуль-
таты количественной ПЦР с обратной транскрипцией 
представлены 2‑й производной от среднего значения 
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порогового цикла в триплете для каждого образца 
(ΔΔCt).

Исследование внутриклеточного уровня ROS
Базальный и индуцированный препаратами (Api, 

Н
2
О

2
) уровни ROS в клетках определяли с помощью 

красителя DCFH-DA согласно методике, описанной 
ранее [10]. Клетки рассеивали на 6‑луночные план-
шеты в  концентрации 500 × 105 / 3 мл среды, после 
образования монослоя (12 ч) в соответствующие лун-
ки добавляли Api (35 мкМ), Н

2
О

2
 (100, 400 мкМ) и ин-

кубировали при 37 °С в атмосфере 5 % СО
2
 в течение 

4 ч. После инкубации питательную среду удаляли из 
лунок, клетки открепляли от подложки с помощью 
раствора Версена и ресуспендировали в буфере (20 мМ 
Hepes в PBS), переносили в пробирки типа «Эппен-
дорф», центрифугировали 5 мин при  1800 об / мин 
и 10 °С. Клетки промывали в 2 мл буфера, центрифу-
гировали и ресуспендировали в 0,5 мл буфера.

Анализ проводили на  проточном цитометре 
Novocyte 2000R (ACEA Biosciences Inс., США), соби-
рая 2 × 104 событий в анализируемый гейт. Интенсив-
ность флуоресценции регистрировали путем установки 
маркера по отношению к контрольному материалу 
при λex = 488 нм, λem = 530 нм.

Результаты и обсуждение
Исследование роли базальной экспрессии НО-1 
в клетках меланомы человека разных линий 
в защите их от OS
Чтобы выяснить, зависит  ли чувствительность 

клеток меланомы человека к OS от уровня базальной 
экспрессии НО-1, мы определили ее экспрессию на 7 
клеточных линиях меланомы человека: MelIL, MelP, 
MelZ, IBR, MeWo, MelM, A375 (см. табл. 1).

По нашим данным, клетки меланомы человека 
этих линий имеют разные по  величине базальные 
уровни экспрессии НО-1 (рис. 1). По величине этого 
параметра можно выделить 3 типа клеток меланомы: 
c высоким (3–3,5 о. е.) уровнем базальной экспрес-
сии – MelIL, MelP, средним (1,5 о. е.) – MelZ, IBR, 
MeWo и низким (0,5 о. е.) – MelMе, A375.

Для дальнейших исследований мы выбрали 3 ли-
нии клеток, представляющие 3 типа базального уровня 
экспрессии НО-1: MelIL, MeWo и A375, и определили 
их чувствительность к Н

2
О

2
, индуктору OS (табл. 2).

Данные получены из 5 независимых эксперимен-
тов и представлены в виде среднего (± SD).

Оказалось, что  токсичность Н
2
О

2 
для  клеток 

с низким уровнем базальной экспрессии НО-1 (А375) 
была в 2 раза выше (54 ± 8 мкМ) по сравнению с клет-
ками со  средним уровнем экспрессии (MeWo) IC

50
 

(Н
2
О

2
) = 24 ± 3 мкМ. Однако дальнейшее снижение 

чувствительности к Н
2
О

2
 не наблюдалось в клетках 

с  высоким уровнем экспрессии НО-1 (MelIL) IC
50

 

(Н
2
О

2
) = 48 ± 1 мкМ. Эти данные свидетельствуют 

об  отсутствии прямой корреляции между уровнем 
экспрессии НО-1 и чувствительностью к OS, инду-
цированному Н

2
О

2
. В то же время результаты наводят 

на мысль, что в клетках с высоким уровнем экспрес-
сии НО-1, по‑видимому, пул мРНК НО-1 предназна-
чен скорее не для НО-1 белка с канонической функ-
цией (поддержание гомеостаза железа в  клетке), 
а для изоформ белка, участвующих в регуляции транс-
крипции генов [8].

Исследование роли гемининдуцированной 
экспрессии НО-1 в защите клеток меланомы от OS
По данным, полученным ранее, система НО-1 / Ft, 

чувствительная к регуляции гемом (исходно актив-
ная), играет роль в защите лейкозных клеток от OS, 
индуцированного Н

2
О

2
 [10]. Принимая во внимание 

эти сведения, мы исследовали способность FePPIX, 
известного индуктора НО-1, вызывать up-регуляцию 
НО-1 / Ft в клетках меланомы человека с разным ба-
зальным уровнем экспрессии мРНК НО-1 (рис. 2).

Согласно данным, представленным на рис. 2а, 
в присутствии FePPIX базальный уровень экспрессии 
НО-1 увеличивается в 2 раза в  клетках со средним 
(MeWo) и низким уровнями экспрессии НО-1 (А375) 
и не изменяется в клетках с исходно высоким уровнем 
экспрессии НО-1 (MelIL). Известно, что  цитопро-
текторный эффект системы НО-1 / Ft обеспечивается 
коэкспрессией Ft, преимущественно белка тяжелой 
цепи – FHC. Именно FHC благодаря ферроксидаз-
ной активности контролирует прооксидантный эф-
фект лабильного железа, освобожденного из  гема. 
Согласно нашим данным, представленным на рис. 2б, 
транскрипция гена FНC снижается (в 1,5 раза) в клет-
ках MeWo, увеличивается (в 2 раза) в клетках мела-
номы А375 и не изменяется в клетках MelIL. Таким 
образом, по аналогии с лейкозными клетками линии 
U937 (рис. 2а, б) клетки меланомы линии А375 об-
ладают исходно активной системой НО-1 / Ft (на 
уровне мРНК). Down-регуляция FHC, наблюдаемая 
в присутствии FePPIX в клетках MeWo, может также 

Рис. 1. Базальный уровень экспрессии НО-1 в клетках разных линий 
меланомы человека

Fig. 1. The level of НО-1 basal expression into human melanoma cell lines
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свидетельствовать о наличии в них исходно системы 
НО-1 / Ft, чувствительной к  регуляции гемом. По-
скольку промотор гена Ft имеет регуляторные участки, 
чувствительные к железу «гемовой» природы [12, 13], 
по‑видимому, конечный эффект будет зависеть от ви-
да клеток и / или их внутриклеточного контекста.

Влияет ли индукция экспрессии НО-1 гемином 
на чувствительность клеток меланомы к Н

2
О

2
? Как 

показано в табл. 2, в условиях активации НО-1 / Ft 
FePPIX (35–50 мкМ в течение 5 ч) величина IC

50
 Н

2
О

2
 

увеличивалась в 2 раза для клеток линий А375 и Me-
Wo и не изменилась для клеток линии MelIL.

Таким образом, токсичность Н
2
О

2
, индуктора OS, 

снижается для клеток меланомы, обладающих исход-
но активной системой НО-1 / Ft, чувствительной 
к  внутриклеточной концентрации гема. В  клетках 
линии MelIL система НО-1 / Ft не регулируется гемом, 
что может свидетельствовать о наличии в этих клетках 
изоформ НО-1, не участвующих в поддержании го-
меостаза «гемового» железа.

Исследование чувствительности клеток 
меланомы к OS в условиях down-регуляции 
базальной экспрессии НО-1
По данным литературы, базальный уровень экс-

прессии НО-1 (мРНК / белка) влияет на чувствитель-
ность опухолевых клеток к  агентам стрессорной 

природы: снижение уровня базальной экспрессии 
НО-1 путем нокаута НО-1 с использованием siRNA 
приводит к увеличению токсичности препаратов [14, 
15]. Кроме нокаута НО-1, снижение базальной экс-
прессии НО-1 (мРНК / белка) в клетках наблюдается 
в присутствии флавона Api [16]. В настоящей работе 
мы использовали Api в качестве репрессора базальной 
экспрессии НО-1.

По  данным, представленным на  рис. 3а, в  ус
ловиях предварительной инкубации опухолевых 
клеток с Api 35–50 мкМ в течение 5 ч наблюдается 
резкое снижение базального уровня экспрессии НО-1 
в клетках меланомы линий MelIL и MeWo в 8 и 4 ра
за соответственно. Аналогичный эффект (снижение 
экспрессии НО-1) отмечается и для клеток немел-
коклеточного рака легкого человека линии А549 
с исходно высоким уровнем базальной экспрессии 
НО-1 (в 6 раз).

Базальный уровень экспрессии НО-1 также сни-
жается в клетках меланомы линии А375 (в 2 раза), 
по‑видимому, высокая токсичность Api для этих кле-
ток (см. табл. 2) не позволила увеличить эффектив-
ность данного модулятора в  качестве репрессора 
синтеза мРНК НО-1.

Согласно результатам исследования, в  этих  же 
условиях Api не влияет на уровень экспрессии FHC 
(рис. 3б), что  свидетельствует о  специфическом 

Таблица 2. Влияние модуляторов базальной экспрессии НО-1 на чувствительность клеток меланомы человека к Н
2
О

2

Table 2. The influence of modulator induced HO-1 basal expression on the sensitivity of human melanoma cells to H
2
O

2

Линия клеток 
меланомы человека 

Human melanoma cell line

IC
50

 H
2
O

2
 ± М / IR (мкМ) 

IC
50

 H
2
O

2
 ± М / IR (μM) 

IC
50

 M (мкМ) 
IC

50
 M (μM) 

 –М +М
FePPIX Api

 – +FePPIX +Api

A375 24 ± 3 58 ± 6 (2,4 ± 0,5) 17 ± 2 (0,6) 75 ± 6 35 ± 2

MeWo 54 ± 8 96 ± 11 (2,2 ± 0,4) 50 ± 0,5 (0,8) >100 >100

MelIL 48 ± 1 62 ± 6 (1,3 ± 0,1) 47 ± 2 (1) >100 >100

Рис. 2. Влияние гемина на экспрессию НО-1 (а) и FHC (б) в клетках меланомы человека

Fig. 2. The influence of hemin on НО-1 (а) and FHC (б) gene expression into human melanoma cell lines
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влиянии флавона на экспрессию НО-1 и согласуется 
с данными литературы [16].

Чтобы выяснить, изменится ли чувствительность 
клеток меланомы к Н

2
О

2
 после инкубации с Api, мы 

исследовали их выживаемость в этих условиях. По 
данным, представленным в табл. 2, в условиях down-
регуляции НО-1, индуцированной Api, чувствитель-
ность к Н

2
О

2
 повышалась в 2 раза для клеток линии 

А375 (IR = 0,6), умеренная сенситизация отмечалась 
для клеток меланомы линии MeWo (IR = 0,8), и ин-
кубация с Api не повлияла на чувствительность к Н

2
О

2 

клеток линии MelIL, несмотря на резкое снижение 
базального уровня экспрессии НО-1 в этих клетках. 
Также мы не наблюдали изменения чувствительности 
к Н

2
О

2
 для клеток немелкоклеточного рака легкого 

человека линии А549 (данные не представлены).
Таким образом, в условиях down-регуляции НО-1, 

индуцированной Api, чувствительность к Н
2
О

2
 повы-

шается для клеток с низким (А375) и средним (MeWо) 
исходными уровнями базальной экспрессии НО-1. Эти 
данные свидетельствуют о том, что репрессия синтеза 
мРНК НО-1 в присутствии Api – необходимое, но не-
достаточное условие для сенситизации клеток к Н

2
О

2
.

В настоящее время известно, что в клетках после 
воздействия Api наблюдается угнетение базальной 
экспрессии белков стресса: НО-1 [16], индуцибель-
ной NO-синтазы, циклооксигеназы 2‑го типа [17]. 
Однако до сих пор механизм этого эффекта флавона 
остается неизвестным. Мы предположили, что down-
регуляция белка НО-1, входящего в систему защиты 
клеток от OS, может отразиться на балансе окисли-
телей-восстановителей в них и определили содержа-
ние ROS в клетках меланомы линии А375 после ин-
кубации их с Api.

Возрастание внутриклеточного содержания ROS 
в клетках меланомы А375 после воздействия Api 
в комбинации с Н

2
О

2

По данным, представленным на рис. 4, кратко-
срочное воздействие Н

2
О

2
, индуктора ROS (400 мкМ, 

30 мин), приводит к снижению концентрации по-
следнего в клетках (см. рис. 4а, 2), о чем свидетель-
ствует сдвиг пика кривой люминесценции влево. 
Вероятно, этот эффект обусловлен активацией си-
стемы детоксикации Н

2
О

2
. После воздействия Api 

в течение 5 ч в клетках меланомы линии А375 содер-
жание ROS возрастает (рис. 4б, 2) по  сравнению 
с контрольными клетками (рис. 4б, 1). В этих же ус-
ловиях добавление к клеткам Н

2
О

2 
привело к резкому 

возрастанию содержания внутриклеточного ROS 
(рис. 4в, 3) по сравнению и с контрольными клетка-
ми (без препаратов), и с вариантами, обработанными 
Н

2
О

2
 (рис. 4а, 2).

Таким образом, полученные нами данные свиде-
тельствуют о том, что после инкубации с Api в клетках 
меланомы линии А375 баланс окислителей-восста-
новителей сдвигается в сторону окислителей и обе-
спечивает их  сенситизацию к  воздействию Н

2
О

2
. 

Известно, что в механизме цитотоксичности дакар-
базина (DTIC), применяемого для лечения меланомы 
человека, участвуют ROS [18, 19]. С учетом этой ин-
формации представляло интерес выяснить, изменит-
ся ли чувствительность клеток меланомы линии А375 
к DTIC после предварительной инкубации с Api.

Как  показано на  рис. 5, в  условиях репрессии 
НО-1, индуцированной Api (35 мкМ, 5 ч), чувстви-
тельность клеток линии А375 к DTIC увеличивается. 
Способность Api сенситизировать клетки меланомы 
к химиопрепаратам, в цитотоксичность которых вно-
сят вклад ROS, позволяет рекомендовать этот флаво-
ноид для  включения его в  схему лечения больных 
меланомой.

Заключение
Результаты нашей работы свидетельствуют о том, 

что в клетках меланомы человека регистрируется ба-
зальный уровень транскрипции гена НО-1, величина 
которого варьирует для разных линий: MelIL = MelP > 
MeWo = MelZ = IBR > MelMе = A375. Несмотря на 
отсутствие прямой корреляции между уровнем 

Рис. 3. Влияние апигенина на экспрессию НО-1 (а) и FHC (б) в клетках меланомы человека

Fig. 3. The influence of apigenin on НО-1 (а) and FHC (б) gene expression into human melanoma cell lines
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базальной экспрессии НО-1 в  клетках и  их  чувст
вительностью к Н

2
О

2
, индуктору OS, отмечается, что 

клетки линии А375 с низким уровнем транскрипции 
НО-1 оказались в  2 раза чувствительнее к Н

2
О

2
 по 

сравнению с клетками линии MelIL, имеющими вы-
сокий уровень экспрессии этого гена. Гемининдуци-
рованное увеличение экспрессии НО-1 наблюдается 
только в клетках со средним (MeWo) и низким (А375) 
уровнями транскрипции гена и коррелирует с увели-
чением их устойчивости к Н

2
О

2
. Установлено, что апи-

генининдуцированная репрессия синтеза мРНК НО-1 
регистрируется в клетках меланомы с разным базаль-
ным уровнем, однако сенситизация клеток к Н

2
О

2
 

характерна для вариантов, имеющих средний (MeWo) 
и низкий (А375) уровни экспрессии этого гена.

Установлено, что способность Api самостоятель-
но генерировать в клетках ROS вносит вклад в меха-
низм увеличения чувствительности клеток меланомы 
к Н

2
О

2
 в условиях

 
апигенининдуцированной репрес-

сии синтеза мРНК НО-1.

Рис. 4. Содержание ROS в клетках меланомы линии А375 после воздействия Н
2
О

2
 (а), апигенина (б), апигенина и Н

2
О

2
 (в)

Fig. 4. ROS content in A375 melanoma cells after exposure to H
2
O

2 
(а), apigenin (б), apigenin and Н

2
О

2
 (в)

Рис. 5. Токсичность дакарбазина (DTIC) для клеток меланомы линии 
А375 в условиях апигенининдуцированной репрессии транскрипции НО-1

Fig. 5. Dacarbazine (DTIC) toxicity for A375 melanoma cells in conditions 
apigenin-induced repression of HO-1 transcription
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ВЛИЯНИЕ СПОСОБА СТЕРИЛИЗАЦИИ 
НА ПРОЛИФЕРАЦИЮ И ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ 

ИНКАПСУЛИРОВАННЫХ В АЛЬГИНАТНЫЙ ГЕЛЬ  
КЛЕТОК КУЛЬТУРЫ MOLT-4

О. И. Кит, С. Ю. Филиппова, А. О. Ситковская, В. В. Позднякова, О. В. Хохлова
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Минздрава России;  

Россия, 344000 Ростов-на-Дону, ул. 14‑я линия, 63

Контакты: Светлана Юрьевна Филиппова filsv@yandex.ru

Введение. Инкапсуляция в альгинатный гель широко применяется в биомедицинских исследованиях для защиты клеток от ме-
ханического воздействия и контакта с иммунной системой реципиента. Применение альгината для пересадки биомедицин-
ских клеточных продуктов человеку налагает высокие требования к стерильности конечного продукта. С целью подбора 
оптимального протокола инкапсуляции клеток для дальнейшего применения in vitro или трансплантации заключенных в аль-
гинатный гель клеток необходимо изучить, как процессы стерилизации влияют на такие характеристики получаемого геля, 
как способность к поддержанию жизнеспособности и клеточной пролиферации.
Цель исследования – сравнительное изучение влияния ультрафиолетового излучения и автоклавирования на биологические 
свойства альгинатного геля.
Материалы и методы. Клетки культуры MOLT-4 были заключены в бусины из 1, 2 и 4  % альгината в концентрации 
0,75 × 106 кл / мл. На 8‑е сутки культивирования проводилось измерение размера колоний и определение жизнеспособности 
клеток в автоматическом клеточном счетчике.
Результаты. Площадь колоний для всех вариантов концентрации альгинатного геля оказалась достоверно выше для геля, 
стерилизованного обработкой ультрафиолетовыми лучами, по сравнению с автоклавированием. Разница в размерах колоний 
для 2 способов стерилизации альгината оказалась достоверной при принятом уровне значимости для всех вариантов концен-
траций геля (α = 0,05, df = 198, t = 1,972). При этом в вариантах опыта существенных отличий в количестве жизнеспособ-
ных клеток после растворения альгината не отмечено.
Заключение. Cтерилизация автоклавированием приводит к подавлению пролиферации заключенных в него клеток и не может 
быть рекомендована для применения в протоколах подготовки альгинатных капсул с заключенными в них клетками для куль-
тивирования in vitro и in vivo.

Ключевые слова: автоклавирование, ультрафиолетовое излучение, альгинат, инкапсуляция, MOLT-4

Для цитирования: Кит О. И., Филиппова С. Ю., Ситковская А. О. и др. Влияние способа стерилизации на пролиферацию и жиз-
неспособность инкапсулированных в альгинатный гель клеток культуры MOLT-4. Российский биотерапевтический журнал 
2020;19(3):46–51.

DOI: 10.17650/1726-9784-2020-19-3-46-51	

INFLUENCE OF THE STERILIZATION METHOD ON THE PROLIFERATION AND VIABILITY  
OF MOLT-4 CELLS ENCAPSULATED IN ALGINATE GEL

O. I. Kit, S. Yu. Filippova, A. O. Sitkovskaya, V. V. Pozdnyakova, O. V. Khokhlova

National Medical Research Center of Oncology of the Ministry of Health of the Russian Federation;  
63 14 th Liniya St., Rostov-on-Don, 344000, Russia

Introduction. Alginate gel encapsulation is widely used in biomedical research to protect cells from mechanical stress and contact with 
the recipient’s immune system. The use of alginate for transplanting biomedical cellular products to humans imposes high requirements 
on the sterility of the final product. To select the optimal protocol for cell encapsulation for further in vitro use or transplantation of cells 
enclosed in an alginate gel, it is necessary to study how sterilization processes affect such characteristics of the obtained gel as the ability 
to maintain cell viability and proliferation.
The purpose of the study was to compare the effect of ultraviolet radiation and autoclaving on the biological properties of alginate gel.
Materials and methods. MOLT-4 culture cells were encapsulated in 1, 2 and 4 % alginate beads at a concentration of 0.75 × 106 cells / ml. 
On the eighth day of cultivation, we measured the size of the colonies and determined the viability of the cells in an automatic cell counter.
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Results. The colony area for all variants of the concentration of alginate gel was significantly higher for a gel sterilized by UV treatment 
compared with autoclaving. The difference between the colony sizes for the two methods of alginate sterilization was significant at the accep
ted level of significance for all variants of gel concentrations (α = 0.05, df = 198, t = 1.972). Moreover, the number of viable cells after 
dissolution of alginate did not significantly differ between the experimental variants.
Conclusion. Thus, autoclaving sterilization leads to proliferation retardation of encapsulated cells and cannot be recommended for use 
in protocols for the preparation of alginate capsules with encapsulated cells for in vitro and in vivo cultivation.

Key words: autoclaving, ultraviolet germicidal irradiation, alginate, encapsulation, MOLT-4

For citation: Kit O. I., Filippova S. Yu., Sitkovskaya A. O. et al. Influence of the sterilization method on the proliferation and viability 
of MOLT-4 cells encapsulated in alginate gel. Rossiyskiy bioterapevticheskiy zhurnal = Russian Journal of Biotherapy 2020;19(3): 
46–51. (In Russ.).

Введение
Развитие медицины сопровождается ростом по-

требности в биомедицинских клеточных продуктах – 
аутологичных или  аллогенных клетках человека 
или животных, замещающих недостающую функцию 
организма или продуцирующих биологически актив-
ные вещества in situ. В частности, интенсивные ис-
следования ведутся в области трансплантации клеток 
островков Лангерганса, секретирующих инсулин, 
для замещения функции поджелудочной железы при 
диабете [1, 2] и гепатоцитов для компенсации пече-
ночной недостаточности различной этиологии [3]. 
Трансплантация биомедицинских клеточных продук-
тов – перспективное направление в онкологии. При-
менение модифицированных стволовых клеток, про-
дуцирующих противоопухолевые вещества или 
трансформирующих пролекарства до активной формы, 
уже позволило добиться прогресса в борьбе с рядом 
онкологических заболеваний [4, 5]. Во всех случаях 
при трансплантации аллогенных клеток остро встает 
проблема продления жизни пересаженных клеток 
в организме реципиента. Для решения этой задачи 
используют заключение клеток в различные матрик-
сы, в которых чужеродные клетки защищены от вза-
имодействия с иммунной системой при сохранении 
их нормального функционирования. Одним из наи-
более популярных компонентов матрикса для  ин-
капсуляции клеток является альгинат – получаемый 
из  водорослей полисахарид, образующий гель при 
взаимодействии с двухвалентными ионами. Гель об-
ладает высокой механической и химической стабиль-
ностью, из‑за отсутствия специфических ферментных 
систем он медленно разрушается в организме чело-
века. Образуемые в  альгинатном геле поры имеют 
достаточный размер для транспорта белковых молекул 
и обеспечения заключенных в гель клеток питатель-
ными веществами и кислородом, но они непроница-
емы для клеток иммунной системы [6]. Применение 
технологии инкапсуляции в альгинат позволило до-
биться увеличения жизнеспособности модифициро-
ванных клеток, вырабатывающих биотерапевтические 
молекулы, при трансплантации животным-опухоле-
носителям, а также выраженного эффекта экспери-

ментальной терапии на моделях глиомы [7] и мела-
номы [8, 9].

Применение альгинатных гелей в культуре клеток 
и в трансплантации биомедицинских клеточных про-
дуктов налагает высокие требования к стерильности 
конечного продукта. Основные способы стерилиза-
ции альгината, применяемые в лабораторных усло-
виях,  – облучение ультрафиолетовым (УФ) светом 
порошка альгината или автоклавирование готового 
раствора. Оба эти воздействия приводят к поврежде-
нию молекул альгината и росту количества низкомо-
лекулярных фрагментов в его составе, что отражает-
ся на вязкости раствора и способности к образованию 
геля [10]. Тем не менее неизвестно, какой из 2 способов 
стерилизации альгината более предпочтителен, по-
скольку до конца не исследовано влияние измененных 
физических и химических свойств геля на пролифе-
ративную способность клеток, заключенных в гель.

Цель исследования  – сравнительное изучение 
влияния 2 способов стерилизации альгината на про-
лиферацию и жизнеспособность заключенных в гель 
клеток Т-лимфобластной лейкемии человека MOLT-4 
для подбора оптимальных протоколов для культиви-
рования in vitro и трансплантации заключенных в аль-
гинатный гель клеток.

Материалы и методы
Для исследования были подготовлены 8 % раст

воры альгината натрия (W201502, Sigma-Aldrich, США) 
в  DPBS (Биолот, Россия) в  2 вариантах. В  1‑м ва
рианте готовый раствор нестерильного порошка аль-
гината подвергали автоклавированию путем выдер-
живания при 121 °С и давлении водяного пара 210 кПа 
в течение 15 мин. Во 2‑м варианте раствор приготов-
ляли путем растворения в стерильном буфере DPBS 
порошка альгината, предварительно стерилизован-
ного воздействием УФ-лучей. Стерилизация альги-
ната проводилась следующим образом: сначала тон-
кий слой порошка подвергали облучению УФ-лучами 
в течение 30 мин в стерильном боксе, затем под той же 
лампой порошок переносили в бутыль.

Клеточные линии и условия культивирования. Кле-
точная линия Т-лимфобластной лейкемии человека 
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MOLT-4 была получена из ФГБУН «Институт цито-
логии РАН». Культивирование клеток проводили на 
среде RPMI 1640 (Gibco, США) с добавлением 10 % FBS 
(Биолот, Россия) без антибиотиков. Для эксперимента 
клетки были отобраны из суспензии, подсчитаны и ре
суспендированы в среде культивирования до концен-
трации 1,5 × 106 кл / мл. Далее выполняли смешивание 
полученной клеточной суспензии и предварительно 
прогретых на водяной бане до 37 °С стерилизованного 
одним из двух исследуемых способов 8 % раствора 
альгината и стерильного DPBS в необходимых пропор-
циях для получения рабочих растворов с концентра-
цией клеток 0,75 × 106 кл / мл и 1, 2 и 4 % концентра
циями альгината. Для получения альгинатных бусин 
растворы альгината с клетками медленно продавли-
вали при помощи шприца через иглу диаметром 30G 
в 50 мM раствор CaCl

2
 и выдерживали в нем 5 мин 

при комнатной температуре до отвердения геля. Далее 
полученные альгинатные бусины дважды отмывали 
в стерильном DPBS и помещали в среду культивиро-
вания. В каждую лунку 12‑луночного планшета было 
помещено всего по 20 бусин. Для каждого варианта 
опыта было заложено по 6 лунок. Культивирование 
альгинатных бусин с заключенными клетками MOLT-4 
проводили при 37 °С и 5,5 % СО

2
. Замену среды куль-

тивирования выполняли каждые 2 дня.
Измерения и статистический анализ. На 8‑й день 

культивирования производили фотографирование 
лунок в проходящем свете для получения репрезен-
тативных серий изображений образующихся колоний 
MOLT-4. Далее при помощи программы ImageJ на по-
лученных изображениях определяли среднюю пло-
щадь колоний. Было проведено измерение площади 
100 колоний для каждого варианта опыта. По окон-
чании эксперимента на 8‑е сутки культивирования 
альгинат растворяли путем выдерживания бусин в 60 мМ 
растворе цитрата натрия в течение 10 мин. Высво-
божденные таким образом клетки дважды отмывали 
в среде культивирования, после чего на автоматиче-
ском счетчике клеток EVE (NanoEnTek, Южная Ко-
рея) определяли их жизнеспособность в 3 техниче-
ских повторах на лунку, из которых затем вычисляли 
среднее значение. Сравнение средних значений пло-
щади колоний и доли жизнеспособных клеток для всех 
вариантов опыта проводили с  применением 
t-критерия Стьюдента в программе Statistica.

Результаты и обсуждение
Результаты исследования показали, что оба способа 

стерилизации альгината эффективны в плане поддержа-
ния стерильных условий культивирования клеточных 
линий. На всем протяжении эксперимента признаков 
микробной контаминации культур клеток, заключенных 
в альгинатные бусины, не выявлено, несмотря на отсут-
ствие антибиотиков в среде культивирования.

Деление клеток и образование колоний наблю-
дались во  всех образцах начиная с  3‑го дня куль
тивирования. На  8‑е сутки культивирования стала 
заметна разница в форме колоний в образцах с раз-
личной концентрацией альгината, которая просле-
живалась как в вариантах, стерилизованных авто-
клавированием, так и  в  подвергнутых обработке 
УФ-лучами. В 1 % альгинатном геле колонии были 
симметричными, имели округлую форму и довольно 
рыхлую поверхность, на которой можно было разли-
чить контуры отдельных клеток (рис. 1а, б). По мере 
увеличения концентрации альгината колонии MOLT-4 
становились более вытянутыми, асимметричными, 
их поверхность становилась более гладкой. Так, при 
2 % концентрации геля колонии чаще имели бобо-
видную или эллипсовидную форму (рис. 1в, г), а при 
4 % концентрации альгината колонии могли иметь 
дисковидную или сигарообразную форму (рис. 1д, е).

Наблюдаемое изменение формы колоний может 
быть связано с увеличением плотности геля при воз-
растании концентрации альгината. При этом клетки 
испытывают большее механическое сдавливание, 
которое тем не менее неравномерно по различным 
направлениям роста колоний, что приводит к преи-
мущественному делению клеток в направлении наи-
меньшей плотности среды и, соответственно, появ-
лению асимметричных колоний.

По  результатам измерения площади колоний 
MOLT-4 можно заключить, что стерилизация готового 
раствора автоклавированием приводит к значитель-
ному уменьшению размера колоний, статистически 
значимых при всех использованных концентрациях 
альгината (рис. 2).

Значения критерия Стьюдента при  попарном 
сравнении средних показателей площади колоний, 
полученных в автоклавированном и облученном УФ 
альгинате, составили: t = 6,375 для 1 % (число степе-
ней свободы df = 198), t = 8,016 для 2 % (df = 198), 
и t = 16,248 для 4 % геля (df = 198). Полученные зна-
чения критерия превышали критическое значение при 
уровне значимости α = 0,05 и количестве степеней 
свободы df = 198 (t

критическое 
= 1,972). Таким образом, 

разница между размерами колоний для 2 способов 
стерилизации альгината оказалась достоверной при 
всех вариантах концентрации геля. При этом суще-
ственных отличий в  вариантах опыта в  количестве 
жизнеспособных клеток после растворения альгина-
та не отмечено. При попарном сравнении средних 
значений доли жизнеспособных клеток, культивиро-
ванных в автоклавированном и облученном УФ аль-
гинате, значения критерия Стьюдента не превысили 
критическое значение для уровня значимости α = 0,05 
и количества степеней свободы df = 4 для всех вари-
антов концентраций геля (t

критическое 
= 2,776) (см. таб

лицу).
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Известно, что как обработка высокими температу-
рами, так и УФ-облучение приводят к частичному раз-
рушению молекул альгината. Причем данное явление 
оказалось наиболее выраженным именно при автокла-
вировании готового раствора [10]. В  исследовании 
E. Hodder и соавт. [10] также было показано, что сами 
по себе продукты разложения альгината не обладают 
цитостатическим действием при культивировании кле-
ток в присутствии раствора альгината. Однако по ре-
зультатам нашего исследования можно сделать вывод, 

что  цитостатическое действие может проявляться 
при заключении клеток в альгинатный гель. Мы свя-
зываем это с возможным уменьшением размера и ко-
личества пор в готовом геле, приводящим к замедлению 
скорости поступления питательных веществ и кисло-
рода к клеткам, что приводит к подавлению клеточной 
пролиферации. Для проверки данного предположения 
требуются дополнительные исследования физических 
свойств альгинатного геля, подвергнутого различным 
способам стерилизации.

Рис. 1. Форма колоний культуры MOLT-4 в зависимости от способа стерилизации и концентрации альгината: а – 1 % гель, стерилизация 
автоклавированием; б – 1 % гель, стерилизация УФ-облучением; в – 2 % гель, стерилизация автоклавированием; г – 2 % гель, стерилизация 
УФ-облучением; д – 4 % гель, стерилизация автоклавированием; е – 4 % гель, стерилизация УФ-облучением. ×200

Fig. 1. The shape of the MOLT-4 culture colonies depending on the sterilization method and the concentration of alginate: a – 1 % gel, sterilization by 
autoclaving; б – 1 % gel, sterilization by ultraviolet; в – 2 % gel, sterilization by autoclaving; г – 2 % gel, sterilization by ultraviolet; д – 4 % gel, 
sterilization by autoclaving; e – 4 % gel, sterilization by ultraviolet. ×200
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Заключение
Таким образом, стерилизация готового раствора 

альгината автоклавированием приводит к замедлению 
роста колоний, образуемых заключенными в  него 
клетками. Поэтому данный способ стерилизации 

Таблица 1. Доля жизнеспособных клеток в альгинатных гелях 
на 8‑е сутки культивирования в зависимости от концентраций 
и способов стерилизации альгината

Table 1. The proportion of viable cells in alginate gels on the eighth day of 
cultivation, depending on alginate concentrations and sterilization methods

Концентра-
ция альгина-

та, % 
Alginate 
concen-

tration, %

Доля жизнеспособных 
клеток, % 

Cell viability proportion,  %
t** df***

Автоклави
рование 

Autoclaving

Ультрафиолет 
Ultraviolet

1 91,5 ± 2,6* 90,6 ± 1,4 0,599 4

2 90,8 ± 1,64 93,6 ± 1,6 2,395 4

4 90,6 ± 1,36 92,5 ± 1,3 1,96 4

*Значение доли приведено как среднее значение ± 0,95 
доверительный интервал; **значение критерия Стьюден-
та при сравнении средних значений доли; ***количество 
степеней свободы 
*Proportion is given as mean value, ± 0.95 confidence interval; **Stu
dent’s criterion when comparing mean proportion value; ***degrees  
of freedom

Рис. 2. График средних значений площади колоний MOLT-4 в зависи-
мости от концентраций и способов стерилизации альгината

Fig. 2. A plot of the average area of MOLT-4 colonies versus alginate 
concentration and sterilization methods
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в  протоколах подготовки альгинатных капсул для 
культивирования in vitro и in vivo следует применять 
с осторожностью, и рекомендуется по возможности 
заменять автоклавирование на более щадящие про-
цедуры.
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Введение. Введение в клиническую практику молекулярного фенотипирования опухолей продемонстрировало необходимость 
создания новых аналитических методов оценки экспрессии маркёров в сóлидных новообразованиях, поскольку рутинно ис-
пользуемый метод иммуногистохимии характеризуется рядом существенных недостатков.
Цель исследования – аналитическая валидация разработанного авторами иммунофлуоресцентного метода, ассоциирован-
ного с проточной цитометрией, для изучения опухолевых белковых маркёров в ткани сóлидных новообразований.
Материалы и методы. Валидация метода проведена при количественной оценке экспрессии белка βIII-тубулина (TUBB3) 
в суспензиях клеток немелкоклеточного рака легкого, полученных из хирургических образцов опухоли. Для иммунофлуорес-
центного окрашивания использованы первичные антитела к TUBB3 (ab7751) и вторичные – конъюгированные с красителем 
DyLight 650 (ab98729). Для измерения флуоресценции клеток использовали проточный цитометр Navios (Beckman Coulter). 
Для оценки валидационных параметров использован коэффициент вариации, рассчитанный как отношение среднеквадрати-
ческого отклонения уровня TUBB3 к его среднему значению.
Результаты. Проведен анализ 2 параметров: сходимости и временнóй стабильности результатов оценки экспрессии TUBB3. 
Показано, что средний коэффициент вариации уровня экспрессии исследованного маркёра в ткани опухоли при оценке схо-
димости и  стабильности иммунофлуоресцентной окраски не превысил 20 %. Согласно рекомендациям по аналитической 
валидации методов, основанных на использовании проточного цитометра, это доказывает валидность метода по исследо-
ванным параметрам.
Заключение. Показана сходимость и временнáя стабильность результатов количественной оценки экспрессии прогностиче-
ски и предиктивно значимого белка TUBB3 в ткани сóлидных опухолей при использовании разработанного авторами метода 
иммунофлуоресцентного окрашивания, ассоциированного с проточной цитометрией. Отмечена практическая значимость 
факта временнóй стабильности иммунофлуоресцентной окраски при хранении суспензии окрашенных клеток в темноте при 4 °C 
в течение 24 ч, что указывает на возможность варьирования интервала времени от завершения аналитической части ис-
следования до работы на проточном цитометре.

Ключевые слова: валидация, проточная цитометрия, βIII-тубулин, иммунофлуоресцентный анализ
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THE INTRA-ASSAY PRECISION AND TIME STABILITY OF QUANTITATIVE βIII-TUBULIN EXPRESSION 
ASSESSMENT IN SOLID TUMOR TISSUE

A. A. Basharina1, T. A. Bogush1, E. A. Rukavishnikova2, E. A. Bogush1, 3, S. A. Kaliuzhny1, N. O. Vikhlyantseva1, V. S. Kosorukov1
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24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia; 
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Introduction. The introducing of tumor molecular profiling into clinical practice has revealed the need for development of new analytical methods 
for estimating marker expression in solid tumors, as routinely used method of immunohistochemistry has a number of significant drawbacks.
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Objective. Analytical validation of immunofluorescence staining and flow cytometry method developed by the authors for the examination 
of tumor protein markers in the solid tumors tissue.
Materials and methods. Method validation was carried out by quantitative estimation of βIII-tubulin (TUBB3) expression in single-cell 
suspensions of non-small-cell lung cancer obtained from surgical tumor samples. Primary antibodies to TUBB3 (ab7751) and secondary 
DyLight 650‑conjugated antibodies (ab98729) were used for immunofluorescent staining. The «Navios» flow cytometer (Beckman Coulter) 
was used to measure the fluorescence. The validation parameters were assessed by the coefficient of variation calculated as the ratio 
of standard deviation of TUBB3 level to its mean value.
Results. Two parameters were analyzed: intra-assay precision and time stability of the results of the TUBB3 expression assessment. It was 
demonstrated that the mean coefficients of variation of the marker expression level in the tumor tissue did not exceed 20 % for both pa-
rameters. According to recommendations on the analytical validation of methods based on flow cytometry, it proves the validity of  the method 
for these parameters.
Conclusions. The intra-assay precision and time stability were demonstrated for the results of a quantitative estimation of TUBB3 ex-
pression in solid tumor tissue using immunofluorescence staining and flow cytometry method developed by the authors. The practical 
value of the time stability of immunofluorescence stain during 24 h storage of a stained cells suspension in the dark at 4 °C was highlight-
ed. It shows the possibility of adjusting the time interval between completion of the analytical study part and flow cytometer measurement.

Key words: validation, flow cytometry, βIII-tubulin, immunofluorescent analysis
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Введение
Введение в клиническую практику молекулярно-

го фенотипирования опухолей продемонстрировало 
необходимость создания новых аналитических мето-
дов оценки экспрессии маркёров в сóлидных ново
образованиях, поскольку рутинно используемый 
иммуногистохимический (ИГХ) метод характеризу-
ется рядом существенных недостатков [1]. Наиболее 
значимые из них – крайне агрессивная пробоподго-
товка, субъективизм оценки полученных результатов, 
локальность исследования молекулярно-гетероген-
ного опухолевого узла и, как следствие, плохая вос-
производимость результатов [2]. Так, при повторном 
ИГХ-исследовании экспрессии белка ERCC1 в образ
цах немелкоклеточного рака легкого более 500 боль-
ных дискордантность результатов достигла 36 % [3].

Ранее мы адаптировали иммунофлуоресцентный 
метод, ассоциированный с проточной цитометрией, 
для изучения опухолевых маркёров в ткани сóлидных 
новообразований [4]. По сравнению с ИГХ-исследо-
ванием метод обладает рядом преимуществ: мягкая 
преаналитическая подготовка, строго количественная 
оценка результатов, нивелирование молекулярной 
гетерогенности опухоли за счет исследования маркёра 
в большом объеме опухолевого образца [2].

В  настоящей работе проведена аналитическая 
валидация методики на примере оценки в ткани не-
мелкоклеточного рака легкого экспрессии белка 
βIII-тубулина (TUBB3), который прогнозирует агрес-
сивность течения этого заболевания и чувствитель-
ность к терапии таксанами [5].

Цель исследования – анализ сходимости и вре-
меннóй стабильности результатов оценки TUBB3 
в  ткани сóлидных опухолей методом иммунофлуо-
ресцентного окрашивания и проточной цитометрии.

Материалы и методы
Валидация разработанного авторами иммуно

флуоресцентного метода, ассоциированного с про-
точной цитометрией, проведена при исследовании 
экспрессии белка TUBB3 в ткани немелкоклеточно-
го рака легкого.

Приготовление одноклеточных суспензий
Для получения одноклеточной суспензии образец 

опухоли (до 2 см в диаметре), зафиксированный в 4 % 
нейтральном растворе формальдегида, тщательно 
измельчали и инкубировали в растворе Версена при 
37 °С в течение 30 мин. К измельченному образцу опу-
холи добавляли раствор фосфатного буфера (pH = 7,4), 
гомогенизировали 5‑кратным движением пестика 
в  стеклянном гомогенизаторе и  пропускали через 
фильтр BD Falcon (Becton, Dickinson and Company) 
с диаметром пор 40 мкм. Полученную суспензию клеток 
центрифугировали в течение 5 мин при 3000 об / мин, 
осадок ресуспендировали в 4 % нейтральном раство-
ре формальдегида при  интенсивном встряхивании 
в течение 2 мин (для предупреждения образования 
клеточных конгломератов). Иммунофлуоресцентное 
окрашивание клеток проводили в 100 мкл суспензии 
с концентрацией 200 тыс. клеток / мл.

Иммунофлуоресцентное окрашивание 
и проточная цитометрия
Суспензию опухолевых клеток инкубировали 

в течение ночи (15–20 ч) при 4 °C с первичными мо-
ноклональными мышиными антителами к  TUBB3 
(ab7751, клон TU-20, Abcam) в конечном разведении 
1 : 500. Далее после однократной отмывки 0,5 % раст
вором бычьего сывороточного альбумина (BSA) прово-
дили инкубацию в течение 1,5 ч при 4 °C с вторичными 
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антимышиными антителами, конъюгированными 
с флуорохромом DyLight 650 (ab98729, Abcam), в ко-
нечном разведении 1 : 1000. Для удаления из анализа 
дебриса и эритроцитов клетки инкубировали в тече-
ние 15 мин с ДНК-красителем Hoechst 33258 (Sigma-
Aldrich) в концентрации 1,2 мкг / мл, после чего дваж-
ды отмывали 0,5 % раствором BSA.

Для измерения флуоресценции клеток использо-
вали проточный цитометр Navios (Beckman Coulter). 
Регистрацию сигнала флуоресценции красителей 
DyLight 650 и  Hoechst 33258 проводили в  каналах 
FL-6 и  FL-9 соответственно. Уровень экспрессии 
TUBB3 (%) рассчитывали как количество специфи-
чески флуоресцирующих клеток относительно кон-
трольных (инкубация клеток только с вторичными 
антителами). Расчет параметра выполняли в  про
грамме FlowJo 10.0.8 (FlowJo, LLC) с использовани-
ем статистического критерия Колмогорова–Смирно-
ва. Гистограммы распределения клеток в зависимости 
от интенсивности флуоресценции строили c помо-
щью программы WinMDI 2.9.

Обработку результатов выполнили в программе 
Microsoft Excel 2010 (Microsoft Windows).

Результаты и обсуждение
Валидация – это этап исследования при разра-

ботке аналитических методик, который необходим 
для доказательства достоверности и воспроизводи-
мости получаемых результатов. Для методов, осно-
ванных на  использовании проточного цитометра, 
к оценке обязательны следующие параметры: специ
фичность, прецизионность 3 уровней (сходимость, 
внутри- и межлабораторная воспроизводимость ре-
зультатов), чувствительность, временнáя стабиль-
ность иммунофлуоресцентной окраски [6].

В данной работе проведен анализ 2 валидацион-
ных параметров: сходимости и временнóй стабиль-
ности результатов оценки экспрессии TUBB3 в ткани 
сóлидных опухолей методом иммунофлуоресцентно-
го окрашивания и проточной цитометрии.

Сходимость результатов
Сходимость – это первый уровень прецизионности 

методики, основанный на оценке воспроизводимости 
результатов, полученных при многократном анализе 
одного и того же образца в одинаковых условиях.

Оценка данного валидационного параметра про-
ведена на 3 образцах опухолей разных больных при 3 по-
вторных измерениях экспрессии TUBB3 в каждом 
образце в  2 повторах опыта с  интервалом 24 ч. Все 
манипуляции, включающие иммунофлуоресцентное 
окрашивание и измерение на проточном цитометре, вы-
полнены одним исследователем на одном и том же обо-
рудовании. Измерение флуоресценции клеток проведено 
в течение 1 ч после завершения окрашивания образцов.

Для статистического анализа полученных резуль-
татов использована мера относительного разброса 
количественного показателя TUBB3 – коэффициент 
вариации (CV, %), рассчитанный как  отношение 
среднеквадратического отклонения уровня TUBB3 
к его среднему значению.

Таблица 1. Сходимость результатов количественной оценки уровня 
экспрессии βIII-тубулина (TUBB3) в ткани немелкоклеточного 
рака легкого методом иммунофлуоресцентного окрашивания и про-
точной цитометрии

Table 1. The intra-assay precision of quantitative βIII-tubulin 
(TUBB3) expression assessment in non-small cell lung cancer tissue by 
immunofluorescence staining and flow cytometry

Параметр 
Parameter

Уровень экспрессии TUBB3, % 
Expression level of TUBB3, %

№ образца опухоли 
Tumor sample No.

1 2 3

№ опыта 
Experiment No.

№ измерения 
Measurement No.

1 2 1 2 1 2

1 43 45 20 19 55 48

2 47 42 15 24 47 52

3 41 48 17 17 59 60

СV, %* 7,0 6,7 14,5 18,0 11,4 11,5

Среднее значение 
СV, %** 
Mean СV, %**

6,8 16,3 11,4

*СV – коэффициент вариации; **среднее значение СV 
для каждого исследованного образца рассчитано по резуль-
татам 6 измерений в 2 повторных экспериментах. 
*CV – coefficient of variation; **average CV for each investigated 
sample was calculated based on the results of 6 measurements 
in 2 repeated experiments.

В табл. 1 представлены полученные результаты. 
Видно, что независимо от уровня экспрессии маркёра 
для всех образцов опухолей коэффициенты вариации 
и их средние значения не превышают 20 %. При та-
ких коэффициентах вариации результаты метода 
считаются сходимыми [6]. При  этом рассеивание 
данных считается незначительным при коэффици-
енте вариации <10 % (как в образце опухоли 1) и уме-
ренным при коэффициентах вариации от 10 до 20 % 
(как в образцах опухолей 2 и 3).

Таким образом, доказана сходимость результатов 
количественной оценки уровня экспрессии белка 
TUBB3 в ткани сóлидных опухолей при использова-
нии иммунофлуоресцентного окрашивания и про-
точной цитометрии.
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Временнáя стабильность  
иммунофлуоресцентной окраски
Оценка временнóй стабильности иммунофлуо-

ресцентной окраски особенно актуальна в лаборато-
риях с  большой нагрузкой и  наличием 1 прибора, 
когда измерение флуоресценции на проточном ци-
тометре не может быть проведено непосредственно 
после завершения окрашивания [7, 8].

В настоящей работе данный валидационный па-
раметр исследован на 3 образцах опухолей разных 
больных при  3 повторных измерениях экспрессии 
TUBB3 в каждом образце в 1 повторе опыта: после 
завершения окрашивания (в  течение 1 ч), а  также 
через 6 и 24 ч. Все манипуляции, включающие имму-
нофлуоресцентное окрашивание и измерение на про-
точном цитометре, выполнены одним исследователем 
на  одном и  том  же оборудовании, образцы между 
измерениями хранились в темноте при 4 °C. Необхо-
димо отметить, что этот раздел исследования прове-
ден на тех же образцах опухолевой ткани, что и оцен-
ка сходимости результатов.

Для статистического анализа полученных данных 
использован коэффициент вариации (CV, %) между 
начальным уровнем экспрессии TUBB3 (оценен в те-
чение 1 ч после завершения иммунофлуоресцентно-
го окрашивания) и последующими временны́ми точ-
ками анализа – 6 и 24 ч.

Полученные результаты представлены в табл. 2. 
Видно, что средние коэффициенты вариации уровня 
экспрессии TUBB3 в опухолевых клетках через 6 и 24 ч 
после завершения окрашивания относительно исход-
ных показателей (в течение 1 ч после окрашивания) 
составили 7,6 и 9,1 % соответственно. При таких ко-
эффициентах вариации иммунофлуоресцентная окра-
ска признается стабильной [6]. Более того, рассеива-
ние данных в обеих временных точках незначительно, 
поскольку коэффициенты вариации составили <10 %.

Таким образом, после завершения иммунофлуо-
ресцентного окрашивания измерение флуоресценции 
образцов опухолей на проточном цитометре может 
быть отсрочено на 6 и 24 ч без искажения результатов 
анализа, что указывает на временну́ю стабильность 
окраски по крайней мере в течение суток.

Заключение
В  настоящей работе проведена аналитическая 

валидация иммунофлуоресцентного метода, ассоци-
ированного с  проточной цитометрией, который 
адаптирован авторами для изучения белковых мар-
кёров в ткани сóлидных новообразований. Проведен 
анализ 2 параметров: сходимости и временнóй ста-

бильности результатов оценки экспрессии βIII-тубу-
лина в ткани немелкоклеточного рака легкого.

Показано, что средний коэффициент вариации 
уровня экспрессии исследованного маркёра в ткани 
опухоли при оценке сходимости и стабильности им-
мунофлуоресцентной окраски не превысил 20 %, что, 
согласно рекомендациям по аналитической валида-
ции методов, основанных на использовании проточ-
ного цитометра, доказывает валидность метода 
по этим параметрам [6].

Важно отметить практическую значимость факта 
временнóй стабильности иммунофлуоресцентной 
окраски при хранении суспензии окрашенных клеток 
в  темноте при  4 °C в  течение 24 ч, что  указывает 
на  возможность варьирования интервала времени 
от  завершения аналитической части исследования 
до работы на проточном цитометре.

В  настоящий момент продолжается валидация 
разработанной методики по  показателям внутри- 
и межлабораторной прецизионности и чувствитель-
ности.

Таблица 2. Временнáя стабильность результатов количественной 
оценки уровня экспрессии βIII-тубулина (TUBB3) в ткани немелко-
клеточного рака легкого методом иммунофлуоресцентного окраши-
вания и проточной цитометрии

Table 2. Time stability of quantitative βIII-tubulin (TUBB3) expression 
assessment of in non-small-cell lung cancer tissue by immunofluorescence 
staining and flow cytometry

Временнóй 
интервал 

после окра-
шивания 

Time interval 
after staining

Показатель, % 
Parameter, %

№ образца 
опухоли 

Tumor  
sample No.

Среднее 
значение 
СV, %** 

Mean 
СV,  %**

1 2 3

≤1 ч 
≤1 h

Уровень 
экспрессии 

TUBB3 
TUBB3 expression 

level

44 19 48

 – 

6 ч 
6 h

41 18 55

СV* 5,0 8,3 9,6 7,6

24 ч 
24 h

Уровень 
экспрессии 

TUBB3 
TUBB3 expression 

level

39 21 43  – 

СV* 8,5 10,9 7,7 9,1

*СV – коэффициент вариации; **среднее значение СV 
3 образцов опухолей в 2 временных интервалах: 6 и 24 ч 
после завершения иммунофлуоресцентного окрашивания. 
*СV – coefficient of variation; **average CV of 3 tumor samples  
in 2 time intervals: 6 and 24 hours after completing immunofluorescent 
staining.
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ДОКЛИНИЧЕСКОЕ ИЗУЧЕНИЕ ТОКСИЧНОСТИ НОВОГО 
ПРОТИВОГРИБКОВОГО ПРЕПАРАТА АМФАМИД

И. Д. Трещалин, В. А. Голибродо, М. И. Трещалин, А. Н. Тевяшова, Э. Р. Переверзева
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт по изысканию новых антибиотиков им. Г. Ф. Гаузе»;  

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

Контакты: Иван Дмитриевич Трещалин idtivan@yandex.ru

Введение. Амфотерицин В остается препаратом первого выбора в лечении большинства тяжелых системных грибковых 
инфекций. Однако он характеризуется очень низкой растворимостью и высокой токсичностью. В ФГБНУ «Научно-исследо-
вательский институт по изысканию новых антибиотиков им. Г. Ф. Гаузе» («НИИНА») было получено полусинтетическое 
производное амфотерицина В – амфамид, имеющее ряд преимуществ перед амфотерицином в экспериментах in vivo.
Цель исследования – доклиническое изучение токсикологической безопасности лекарственной формы амфамида в хроническом 
эксперименте на крысах.
Материалы и методы. Исследование проведено на крысах Wistar, самках и самцах. Амфамид в лекарственной форме вводили 
ежедневно внутрибрюшинно в течение 30 дней в дозах, суммарно составляющих максимально переносимую дозу и ЛД

50
 (ра-

зовые дозы 0,07 и 0,17 мг / кг соответственно). В ходе исследования определяли массу тела, проводили клинический и биохи-
мический анализ крови, анализ мочи, снимали электрокардиограмму. На 1‑е и 30‑е сутки по окончании курса животных 
подвергали эвтаназии. Определяли массовые коэффициенты сердца, печени, почек, селезенки и тимуса, проводили патомор-
фологическое исследование внутренних органов.
Результаты. Показано, что введение амфамида приводит к увеличению содержания мочевины и креатинина в сыворотке 
крови, изменению состава мочи и увеличению ее удельного веса. При патоморфологическом исследовании найдены поврежде-
ния структуры почек, печени, легких, желудка и семенников, интенсивность которых зависела от дозы препарата. У жи-
вотных, получавших препарат в низкой дозе, структура этих органов к концу наблюдения полностью восстанавливалась. 
При использовании амфамида в высокой дозе найдены морфологические признаки токсической кардиомиопатии.
Заключение. Данные клинико-лабораторных исследований, подтвержденные результатами патоморфологического изучения 
структуры почек, свидетельствуют о том, что нефротоксичность является основным лимитирующим видом токсичности 
препарата. Изменения, возникающие под действием амфамида, зависят от величины примененной дозы и обратимы в тече-
ние месяца, что позволяет рекомендовать его для дальнейшего изучения.

Ключевые слова: амфамид, полиены, противогрибковый антибиотик, хроническая токсичность, крысы

Для цитирования: Трещалин И. Д., Голибродо В. А., Трещалин М. И. и др. Доклиническое изучение токсичности нового проти-
вогрибкового препарата амфамид. Российский биотерапевтический журнал 2020;19(3):57–64.

DOI: 10.17650/1726-9784-2020-19-3-57-64	

PRECLINICAL TOXICITY STUDY OF THE NEW ANTIFUNGAL DRUG AMPHAMIDЕ

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

Gause Institute of New Antibiotics; Bld. 1, 11 B. Pirogovskaya St., Moscow 119021, Russia

Introduction. Amphotericin B remains the drug of first choice in the treatment of most severe systemic fungal infections. However, it is 
characterized by very low solubility and high toxicity. Amphamide – semisynthetic derivative of Amphotericin B – have been prepared 
at the Gause Institute of New Antibiotics. It showed several advantages over amphotericin B in vivo.
Objective. The aim of the study was to investigate the toxicological safety of amphamide drug formulation in chronic experiment on rats.
Materials and methods. The study was performed in male and female Wistar rats. Amphamide drug formulation was injected intraperi-
tonealy at the total doses of MTD and LD

50
 (30 × 0,07 mg / kg or 30 × 0,17 mg / kg with 24‑h interval). During the experiment body weight, 

hematological parameters, blood biochemical parameters, electrocardiography and urinalysis were performed. Animals were sacrificed 
on 1st and 30 th day after the end of treatment. At necropsy, the mass coefficients of heart, liver, kidneys, spleen and thymus were calcu-
lated. The internal organs were subjected to histological evaluation.
Results. It has been shown that the treatment with total dose of amphamide produces an increase of urea and creatinine level in serum, 
changes in urine composition and its specific gravity. Microscopic pathology observation showed dose-dependent structure abnormalities 
in kidneys, liver, lungs, stomach, and testes. Multiple administration of low dose of the drug produces transient toxic effects completely 
reversible within 30 days. When amphamide was used in a high dose, morphological signs of toxic cardiomyopathy were found.
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Conclusion. The results of the clinical and laboratory studies and microscopic pathology observation of kidneys demonstrate that neph-
rotoxicity is the main limiting type of drug toxicity. Dose dependence and reversibility within a month of toxic effects of amphamide allows 
us to recommend it to further advance.

Key words: amphamide, polyenes, antifungal antibiotic, chronic toxicity, rats

For citation: Treschalin I. D., Golibrodo V. A., Treschalin M. I. et al. Preclinical toxicity study of the new antifungal drug amphamide. 
Rossiyskiy bioterapevticheskiy zhurnal = Russian Journal of Biotherapy 2020;19(3):57–64. (In Russ.).

Введение
Амфотерицин В  (АмВ) остается незаменимым 

препаратом для лечения тяжелых системных гриб-
ковых инфекций. Открытый в 50‑х годах прошлого 
века, он до сих пор является «золотым стандартом» 
при лечении системных микозов [1].

Как и все полиеновые антибиотики, АмВ харак-
теризуется очень низкой растворимостью, поэтому 
при создании лекарственных форм (ЛФ) для парен-
терального введения часто используют солюбили-
зирующие агенты [2]. Терапия АмВ сопровождается 
значительными нежелательными эффектами [3, 4]. 
Приблизительно у 80 % пациентов возникают раз-
личные острые побочные реакции (температура, 
рвота, головная боль), у 30 % – тяжелые нарушения 
функции почек [5, 6]. С  целью преодоления этих 
недостатков в  90‑е годы XX  в. был инициирован 
поиск новых аналогов с высокой растворимостью 
и антифунгальной активностью, проведены интен-
сивные исследования по разработке новых ЛФ (ли-
посом, эмульсий, наночастиц) [7]. В результате бы-
ли созданы такие инновационные продукты, как 
AмB-липидные комплексы, липосомальные препа-
раты, коллоидные суспензии и др. По биодоступно-
сти липосомальные ЛФ, в частности амбисом, зна-
чительно превосходят эмульсии или  коллоидные 
суспензии. Они позволяют применять высокие (вы-
ше в 5 раз и более) дозы по сравнению с раствором 
АмВ без  индукции тяжелых побочных эффектов 
и в настоящее время являются препаратами первого 
выбора [8]. Однако высокая стоимость лечения 
не позволяет их использовать широко [9]. К тому же 
существуют ограничения по  времени и  условиям 
хранения, сложности при  стерилизации. Все это 
заставляет продолжать поиски оптимальных про
изводных АмВ. Важность этого препарата сохра
няется еще и потому, что случаи формирования ле-
карственной устойчивости к  АмВ регистрируются 
крайне редко [10].

В ФГБНУ «НИИНА» разработаны методы хими
ческой трансформации полиеновых антибиоти
ков. Получены серии полусинтетических аналогов, 
изучена их  биологическая активность [11]. Среди 
новых соединений, перспективных для дальнейшего 
изучения, было отобрано полусинтетическое про
изводное N-(2‑аминоэтил)амид амфотерицина  В 

(амфамид), проявившее ряд преимуществ перед 
амфотерицином в экспериментах in vivo [11].

Цель исследования – изучение хронической ток-
сичности амфамида на крысах.

Материалы и методы
Работа выполнена в соответствии с этическими 

нормами обращения с животными, принятыми Ев-
ропейской конвенцией по защите позвоночных жи-
вотных, используемых для исследовательских и иных 
научных целей [12].

Исследование проведено на  60 крысах Wistar 
(30 самцах и 30 самках) массой 150–170 г, полученных 
из питомника РАН «Андреевка». Животных содержа
ли в условиях вивария ФГБНУ «НИИНА» на стан-
дартном рационе гранулированных кормов со свобод-
ным доступом к питьевой воде. После 2‑недельного 
карантина было сформировано 6 групп животных 
(по 3 группы самцов и самок) по 10 особей.

В работе использован препарат амфамид в ЛФ, 
представляющей собой лиофилизат для приготовле-
ния раствора для внутривенного введения. Действу-
ющее вещество: L-глутамат N-(2‑аминоэтил)амида 
амфотерицина В (2  мг в  расчете на  основание ам
фамида); вспомогательные вещества: 2-(гидрокси
пропил)-β-циклодекстрин (10  мг), производитель 
ФГБНУ «НИИНА», Россия.

Выбор доз для исследования был основан на ре-
зультатах, полученных при  изучении острой ток
сичности препарата [11]. Лиофилизат растворяли 
в 5 % растворе глюкозы и в  1 % концентрации вводили 
внутрибрюшинно ежедневно в течение 30 дней с ин-
тервалом 24 ч в разовых дозах 0,07 (1 / 30 максимально-
переносимой дозы (МПД)) и 0,17 мг/кг (1/30 ЛД

50
). Кур-

совые дозы составили соответственно 2,1 и 5,1 мг/кг). 
Наблюдение продолжали в течение 30 сут после пре-
кращения введений препарата.

Оценку токсического воздействия амфамида на 
структуру и  функцию органов и  тканей животных 
осуществляли в соответствии с правилами экспери-
ментального изучения фармакологических веществ 
[13]. На протяжении всего эксперимента наблюдали 
за состоянием и поведением животных, определяли 
их массу тела, производили исследование состава пе-
риферической крови (лейкоциты, эритроциты, гемо
глобин, тромбоциты, лейкоформула, гематокрит) 
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при помощи автоматического гематологического 
анализатора “Abacus Junior Vet” (Diatron, Австрия). 
С использованием автоматического биохимического 
анализатора “ChemWell” (Awareness Technology Inc., 
США) на  1‑е и  30‑е сутки после окончания курса 
введений препарата в сыворотке крови определяли 
уровни аланиновой и аспарагиновой аминотрансфе-
разы, щелочной фосфатазы, креатинина, мочевины, 
билирубина (прямого и общего), общего белка, аль-
бумина и глюкозы. В эти же сроки полуколичествен-
ным методом производили клинический анализ мо-
чи (рН, лейкоциты, эритроциты, кетоновые тельца, 
белок, уробилиноген, удельный вес, глюкоза, нитра-
ты) при помощи автоматического анализатора мочи 
“Laura Smart” (Erba Lachema, Чехия) и регистриро-
вали электрокардиограмму во 2‑м стандартном от
ведении (электрокардиограф «ЭК1Т-07» (Аксион, 
Россия)).

На 1‑е и 30‑е сутки после проведения курса по-
ловину животных из  каждой группы подвергали 
эвтаназии. Сердце, печень, почку, селезенку и тимус 
взвешивали и определяли их массовые коэффици-
енты. Для  патоморфологического исследования 
участки органов и тканей фиксировали в 10 % ней-
тральном формалине, по стандартной методике за-

ливали в  парафин, срезы окрашивали гематокси-
лин-эозином. Результаты обрабатывали статистически 
при помощи компьютерной программы StatPlus 2006 
Professional 3.8.0 с применением t-критерия Стью-
дента. Различия определяли как  достоверные при 
р ≤0,05.

Результаты и обсуждение
На протяжении эксперимента отклонений в со-

стоянии и поведении животных подопытных групп 
не  отмечено. Крысы хорошо переносили введение 
препарата, нормально прибавляли в массе тела. Ге-
матологические показатели оставались в  пределах 
физиологической нормы. Признаков анемии, лейко
пении, тромбоцитопении, характерных как для кон-
венционального АмВ, так и для липосомальных ЛФ 
[7, 14], обнаружено не было.

При исследовании биохимических показателей 
сыворотки крови на 1‑е сутки после окончания курса 
введений амфамида в обеих изученных дозах и у сам-
цов, и  у  самок было отмечено повышение уровня 
креатинина и мочевины (табл. 1). У животных, полу-
чавших препарат в высокой дозе, достоверно повы-
шенный уровень креатинина сохранялся до 30 сут 
после окончания курса введений.

Таблица 1. Содержание креатинина и мочевины в сыворотке крови крыс после курса введений амфамида

Table 1. Creatinine and blood urea nitrogen (BUN) in the blood serum of rats post treatment using amphamide formulation

Группа 
Group

Самцы 
Males

Самки 
Females

Креатинин, мкмоль / л 
Creatinine µmol / l М ± m

Мочевина, мкмоль / л 
Urea µmol / l М ± m

Креатинин, мкмоль / л 
Creatinine µmol / l М ± m

Мочевина, мкмоль / л 
Urea µmol / l М ± m

1‑е сутки после курса 
1st day after the course

Контроль 
Control

80,30 ± 12,09 7,32 ± 1,19 85,84 ± 9,66 7,36 ± 0,69

1 / 30 МПД × 30 / 24 
1 / 30 MTD × 30 / 24

114,84 ± 5,27* 9,74 ± 0,25* 119,96 ± 8,10* 9,78 ± 0,58*

1 / 30 ЛД
50

 × 30 / 24 
1 / 30 LD

50
 × 30 / 24

156,22 ± 11,25* 10,30 ± 0,37* 135,06 ± 9,96* 10,62 ± 0,54*

30‑е сутки после курса 
30th day after the course

Контроль 
Control

92,46 ± 7,83 7,86 ± 0,20 80,96 ± 5,48 7,70 ± 0,21

1 / 30 МПД × 30 / 24 
1 / 30 MTD × 30 / 24

94,36 ± 10,27 7,30 ± 0,66 95,56 ± 8,33 7,16 ± 0,88

1 / 30 ЛД
50

 × 30 / 24 
1 / 30 LD

50
 × 30 / 24

101,16 ± 3,59* 7,06 ± 0,98 109,94 ± 8,30* 7,06 ± 1,00

*Различия с контролем достоверны при р ≤0,05.
Примечание. Здесь и в табл. 2, 3: M – среднее значение; m – стандартное отклонение; МПД – максимально-переносимая 
доза; ЛД

50
 – доза половинной выживаемости, среднесмертельная доза. 

*Differences with the control are significant at p ≤0.05. 
Note. Here and in tables 2, 3: M – average value; m – standard deviation; MTD – maximum-tolerated dose; LD

50
 – lethal dose 50.
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При  исследовании состава мочи на  1‑е сутки 
по окончании курса введений амфамида в высокой 
дозе у самцов и самок были зарегистрированы повы-
шение уровня уробилиногена, белка, нитратов 
и удельного веса, появление кетоновых тел. Кроме 
того, независимо от  величины примененной дозы 
у самок в моче были найдены лейкоциты и эритро-
циты. При применении препарата в низкой дозе у са-
мок также было отмечено повышение уровня белка 
и удельного веса мочи (табл. 2). На 30‑е сутки после 
окончания курса введений препарата различий меж-
ду подопытными и контрольными группами не вы-
явлено.

На  1‑е сутки после окончания курса введений 
препарата в обеих изученных дозах и у самцов, и у са-
мок было выявлено увеличение массовых коэффи-
циентов почек. На 30‑е сутки их значения не отлича-
лись от контроля (табл. 3).

Признаки нефротоксического действия препара-
та были обнаружены и  при  патоморфологическом 
исследовании. Курсовое введение амфамида приво-
дило к развитию экстракапиллярного гломерулонеф-
рита, который выражался в гиперплазии париеталь-
ного эндотелия клубочков в виде полулуний, атрофии 
их капиллярной сети (рис. 1а, б), а также дистрофи-
ческих, атрофических и деструктивных изменениях 
эпителия канальцев (рис. 1в). Масштаб патологиче-

ских изменений и скорость репарации зависели от ве-
личины примененной дозы препарата. Так, при при-
менении амфамида в дозе, суммарно составляющей 
МПД, на 1‑е сутки после курса были найдены еди-
ничные небольшие очаги некроза извитых канальцев. 
Утолщение париетального листка капсулы, очаговая 
деструкция капиллярной сети были отмечены в еди-
ничных клубочках юкстамедуллярной зоны. При 
введении амфамида в высокой дозе множественные 
изменения такого же характера обнаружены не толь-
ко в юкстамедуллярной, но и в корковой зоне. На ме-
сте поврежденных дистальных канальцев формиро-
вались кисты.

К  30‑м суткам по  окончании курса введений 
у  большинства животных, получавших амфамид 
в низкой дозе, структура почек не отличалась от кон-
троля. У 2 самцов и 2 самок, получивших суммарно 
дозу, равную ЛД

50
, морфологических изменений тка-

ни почек на  этот срок наблюдения не  найдено. 
У остальных в корковой и юкстамедуллярной зонах 
встречались единичные клубочки с фиброзированной 
капсулой или рубцующиеся клубочки и очаги некро-
за извитых канальцев в состоянии организации (рис. 1г).

Изучение патологических изменений внутренних 
органов крыс показало, что применение препарата 
в  обеих дозах вызывает изменения тканей печени, 
легких, желудка и семенников. У животных, получавших 

Таблица 2. Клинический анализ мочи крыс на 1‑е сутки после курса введений амфамида

Тable 2. Clinical analysis of rat urine post treatment using amphamide formulation 

Группа 
Group

Эритроциты, 
ед / мкл 

Erythrocytes, 
u / µl

Лейкоциты, 
ед / мкл 

Leucocytes, 
u / µl

Уробилиноген, 
мкмоль / л 

Urobilinogen, 
µmol / l

Кетоны, 
ммоль / л 
Кetones, 
mmol/l

Нитраты 
Nitrates

Белок, % 
Protein, %

Удельный вес, 
г / л 

Specific gravity, g / l

Самцы 
Males

Контроль 
Control

 –  –  –  –  – 0–0,3 1,020–1,024

1 / 30 МПД × 30 / 24 
1 / 30 MTD × 30 / 24

 –  –  –  –  – 0–0,3 1,021–1,022

1 / 30 ЛД
50

 × 30 / 24 
1 / 30 LD

50
 × 30 / 24

 –  – 10–17* 0–0,05* + 0,3–0,5* 1,025–1,030*

Самки 
Females

Контроль 
Control

 –  –  –  –  – 0–0,3 1,024–1,026

1 / 30 МПД × 30 / 24 
1 / 30 MTD × 30 / 24

0–10 0–10  –  –  – 0,3–0,5* 1,027–1,030*

1 / 30 ЛД
50

 × 30 / 24 
1 / 30 LD

50
 × 30 / 24

0–10 10–15 10–17* 0–0,07* + 0,5–0,7* 1,028–1,031*

*Значение превышает контроль. 
*Value is greater than the control.
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Таблица 3. Массовые коэффициенты почек крыс после курса введений амфамида

Table 3. Weight indices of rat kidneys post treatment using amphamide formulation 

Группа 
Group

Массовый коэффициент почки (М ± m) 
Kidney mass coefficient (М ± m)

1‑е сутки после курса 
1st day after the course 

30‑е сутки после курса 
30th day after the course

Самцы 
Males

Контроль 
Control

0,22 ± 0,02 0,23 ± 0,04

1 / 30 МПД × 30 / 24 
1 / 30 MTD × 30 / 24

0,28 ± 0,03* 0,23 ± 0,02

1 / 30 ЛД
50

 × 30 / 24 
1 / 30 LD

50
 × 30 / 24

0,29 ± 0,01* 0,24 ± 0,01

Самки 
Females

Контроль 
Control

0,24 ± 0,02 0,25 ± 0,01

1 / 30 МПД × 30 / 24 
1 / 30 MTD × 30 / 24

0,27 ± 0,0* 0,26 ± 0,02

1 / 30 ЛД
50

 × 30 / 24 
1 / 30 LD

50
 × 30 / 24

0,29 ± 0,02* 0,26 ± 0,02

*Различия с контролем достоверны при р ≤0,05. 
*Differences with the control are significant at p ≤0.05.

Рис. 1. Почка крысы: а – контроль; б – амфамид, 0,17 мг / кг × 30; 1‑е сутки после курса; в клубочке утолщение париетального листка 
капсулы в виде полулуния, атрофия капиллярной сети; в – амфамид, 0,17 мг / кг × 30; 1‑е сутки после курса; очаги некроза извитых каналь-
цев вокруг сосуда и клубочков, кисты; г – амфамид, 0,17 мг / кг × 30; 30‑е сутки после курса; очаг некроза канальцев в стадии организации; 
фиброз капсулы клубочка и капиллярных петель; окраска гематоксилин-эозином. ×200

Fig. 1. Rat kidney: a – control; б – amphamide, 30 × 0,17 mg / kg / day; 1 day post treatment; thickening of the parietal leaf of the glomerulus capsule 
in the form of a half moon, atrophy of the capillary network; в – amphamide, 30 × 0,17 mg / kg / day; 1 day post treatment; necrotic foci of convoluted 
tubules around blood vessels and glomeruli, cysts; г – amphamide, 30 × 0,17 mg / kg / day; 30 day post treatment; the focus of tubal necrosis in the stage 
of organization; fibrosis of the glomerular capsule and capillary loops; staining with haematoxillin-eosin. ×200
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препарат в курсовой дозе, составляющей МПД, струк-
тура печени, слизистой оболочки желудка, легкого 
и  сперматогенного эпителия к  концу наблюдения 
полностью восстанавливалась.

При использовании амфамида в курсовой дозе, 
равной ЛД

50
, у части крыс сразу после курса введений 

были найдены мелкие очаги отека и токсической кар-
диомиопатии. К  концу эксперимента эти явления 
нарастали и наблюдались уже у всех животных.

Гепатотоксические свойства амфамида морфоло-
гически проявлялись в виде очаговых дистрофиче-
ских и  деструктивных изменений гепатоцитов. 
При применении амфамида в дозе, суммарно состав-
ляющей ЛД

50
, у отдельных животных на 30‑е сутки 

после курса были обнаружены единичные мелкие 
очаги микронекроза с признаками организации.

У крыс, получавших амфамид в обеих изученных 
дозах, в легком были выявлены полнокровие капил-
ляров альвеолярных перегородок, стаз крови в сосудах 
малого калибра (рис. 2а, б), а при использовании вы-
сокой дозы препарата еще и резкая гипертрофия медии 
крупных артерий (рис. 2в). Изменения такого рода 

являются морфологическим признаком артериальной 
гипертензии, которая может быть следствием повре-
ждающего воздействия амфамида на структуру почек.

При курсовом введении амфамида в низкой дозе 
изменения структуры слизистой оболочки желудка 
были связаны, главным образом, с транзиторной ак-
тивацией функции главных клеток. Использование 
препарата в высокой дозе приводило к уменьшению 
числа главных клеток в области дна желез, активации 
функции обкладочных клеток в области тела желез 
(рис. 3а, б), а на отдельных участках и к деструкции 
эпителия желез с  образованием кист. Через месяц 
после курса в слизистой оболочке желудка были най-
дены единичные кисты (рис. 3в). В  остальном ее 
структура практически не отличалась от контроля.

Применение амфамида в суммарной дозе, равной 
ЛД

50
, приводило к дискомплексации сперматогенно-

го эпителия в значительной части канальцев. К кон-
цу эксперимента у большинства животных структура 
органа восстанавливалась. Лишь у отдельных живот-
ных в  единичных канальцах все еще  можно было 
обнаружить незрелые клетки.

Рис. 3. Желудок крысы: а – контроль; б – амфамид, 0,17 мг / кг × 30; 1‑е сутки после курса; преобладание обкладочных клеток в области дна 
желез, активация их функции в области тела; в – амфамид, 0,17 мг / кг × 30; 30‑е сутки после курса; единичные кисты в области тела 
желез; окраска гематоксилин-эозином. ×200

Fig. 3. Rat stomach: a – control; б – amphamide, 30 × 0,17 mg / kg / day; 1 day post treatment; prevalence of the parietal cells in the bottom of the gastric 
glands, activation of their function in the body of the gastric glands; в – amphamide, 30 × 0,17 mg / kg / day; 30 day post treatment; single cysts in the body 
of the gastric glands; staining with haematoxillin-eosin. ×200

Рис. 2. Легкое крысы: а – контроль; б – амфамид, 0,07 мг / кг × 30; 1‑е сутки после курса; полнокровие капилляров альвеолярных перегородок, 
стаз крови в венулах; в – амфамид, 0,17 мг / кг × 30; 1‑е сутки после курса; резкая гипертрофия мышечной оболочки крупной артерии; окрас
ка гематоксилин-эозином. ×200

Fig. 2. Rat lung: a – control; б – amphamide, 30 × 0,07 mg / kg / day; 1 day post treatment; congested alveolar capillaries, blood stasis in the venules; в – 
amphamide, 30 × 0,17 mg / kg / day; 1 day post treatment; pronounced thickening of the medial layer of arteriolar wall; staining with haematoxillin-eosin. ×200

а вб

а вб
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Таким образом, основным лимитирующим видом 
токсичности амфамида, также как и АмВ, является 
нефротоксичность. Клиническая и  морфологиче-
ская картина повреждения почек при его примене-
нии практически такая же, как при использовании 
АмВ, поэтому можно предположить, что механизм 
нефротоксичности этих препаратов идентичен и опре-
деляется как сродством к холестерину, так и способ-
ностью резко снижать скорость клубочковой филь-
трации за счет вазоконстрикции [15, 16].

Как  и  АмВ, амфамид обладает гепатотоксиче-
скими свойствами, но если введение АмВ приводит 
к нарушениям функции печени [4], то амфамид в пе-
реносимой дозе вызывает минимальные морфоло-
гические изменения этого органа, полностью обра-
тимые в течение месяца.

Внутривенная инфузия АмВ часто сопровожда-
ется резким снижением уровня калия в  крови, 
что приводит к изменениям функции сердца (гипер-
тензии, гипотензии, брадикардии, вентрикулярной 
аритмии) [17]. В  наших экспериментах на  крысах 
эти явления обнаружены не были, однако при пато-
морфологическом исследовании миокарда установ-
лено, что при введении препарата в курсовой дозе, 
равной ЛД

50
, у животных развивается токсическая 

кардиомиопатия. В литературе, посвященной иссле-
дованиям побочного действия АмВ, описаны еди-

ничные случаи токсической кардиомиопатии у па-
циентов, длительно получавших препарат [4].

Поскольку изменения структуры внутренних ор-
ганов крыс, возникающие под действием амфамида, 
зависят от величины примененной дозы и в большин-
стве случаев обратимы в  течение 30 сут, препарат 
можно рекомендовать для дальнейшего изучения.

Выводы
Применение амфамида в изученных дозах не ока-

зывает влияния на клинико-лабораторные показате-
ли функции органов и систем крыс, за исключением 
тех, которые характеризуют функцию почек.

Нефротоксичность является лимитирующим ви-
дом токсичности амфамида, что  подтверждается 
как клинико-лабораторным, так и патоморфологи-
ческим исследованием. Степень ее проявления и об-
ратимость токсического действия зависят от величи-
ны примененной дозы препарата.

Применение препарата приводит к повреждению 
структуры печени, легкого, семенников и желудка. У жи-
вотных, получавших амфамид в дозе, суммарно состав-
ляющей МПД, морфологическое строение этих органов 
полностью восстанавливается через месяц после курса.

Кардиотоксические свойства амфамида прояв-
ляются только морфологически при введении пре-
парата в высокой дозе.
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ВЛИЯНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ АНТИТЕЛ HLA-DR НА ОЦЕНКУ 
КОЛИЧЕСТВА CD14+HLA-DRLOW / –-КЛЕТОК В КРОВИ 

ПАЦИЕНТОВ С В-КЛЕТОЧНЫМ ХРОНИЧЕСКИМ 
ЛИМФОЦИТАРНЫМ ЛЕЙКОЗОМ

А. В. Пономарев1, 2, В. А. Мисюрин1, 2, М. А. Барышникова1

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

2ООО «ГеноТехнология»; Россия, 117485 Москва, ул. Профсоюзная, 104

Контакты: Александр Васильевич Пономарев kl8546@yandex.ru

Введение. В последнее время активно изучаются иммунорегуляторные способности миелоидных супрессорных клеток, а так-
же проводятся исследования их в качестве прогностического фактора.
Цель исследования – оптимизация методики измерения моноцитарных миелоидных супрессорных клеток в периферической 
крови пациентов с В-клеточным хроническим лимфоцитарным лейкозом.
Материалы и методы. С помощью проточной цитометрии было определено количество миелоидных супрессорных клеток 
с фенотипом CD14+HLA-DRlow /– в периферической крови пациентов с В-клеточным хроническим лимфоцитарным лейкозом 
и здоровых доноров. Измерение проводилось в 2 точках, которые отличались концентрацией антител к HLA-DR: 15 и 4 мкл.
Результаты. Медиана количества миелоидных супрессорных клеток в  периферической крови пациентов с  В-клеточным 
хроническим лимфоцитарным лейкозом при 15 мкл антител к HLA-DR составила 1,9 %, при 4 мкл – 7 %. Для здоровых до
норов при 15 мкл антител медиана составила 0,15 %, при 4 мкл – 0,3 %.
Заключение. Значение количества CD14+HLA-DRlow / –-клеток в крови пациентов с В-клеточным хроническим лимфоцитар-
ным лейкозом чувствительно к концентрации антител HLA-DR.

Ключевые слова: миелоидные супрессорные клетки, хронический лимфоцитарный лейкоз, проточная цитофлуориметрия
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биотерапевтический журнал 2020;19(3):66–8.
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EFFECT OF HLA-DR ANTIBODY CONCENTRATION ON ESTIMATION OF THE NUMBER  
OF CD14+HLA-DRLOW / –-CELLS IN THE BLOOD OF PATIENTS WITH B-CELL chronic lymphocytic leukemia

A. V. Ponomarev1, 2, V. A. Misyurin1, 2, M. A. Baryshnikova1

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

2“GenoTechnology” LLC; 104 Profsoyuznaya St., Moscow 117485, Russia

Introduction. Immunoregulatory functions of myeloid-derived suppressor cells have been extensively studied over the recent decades. 
Additionally, myeloid-derived suppressor cells have been investigated as a prognostic factor.
Objective. To optimize the measurement of monocytic myeloid-derived suppressor cells in the peripheral blood of patients with B-cell 
chronic lymphocytic leukemia.
Materials and methods. The number of myeloid-derived suppressor cells with CD14+HLA-DRlow / –-phenotype was determined in the 
peripheral blood of patients with B-cell chronic lymphocytic leukemia and healthy donors by flow cytometry. The measurement was 
carried out at two points, which differed in the concentration of anti-HLA-DR antibodies − 15 and 4 μl.
Results. The median amount of myeloid-derived suppressor cells in the peripheral blood of B-cell chronic lymphocytic leukemia patients 
with 15 μl of anti-HLA-DR antibody was 1.9 %, and with 4 μl of antibody concentration – 7 %. Healthy donors had that median of 0.15 % 
with 15 μl of antibody and 0.3 % with 4 μl concentration.
Conclusion. The number of CD14+HLA-DRlow / –-cells in the blood of patients with B-cell chronic lymphocytic leukemia is sensitive 
to the concentration of the HLA-DR antibody.

Key words: myeloid-derived suppressor cells, chronic lymphocytic leukemia, flow cytometry
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Введение
Миелоидные супрессорные клетки (Myeloid-de-

rived suppressor cells, MDSC) – это гетерогенная по-
пуляция клеток, встречающаяся при различных забо-
леваниях, включая опухоли. Эти клетки представляют 
собой патологическое состояние активации моноци-
тов и относительно незрелых нейтрофилов. Характер-
ная особенность MDSC – их способность ингибиро-
вать функции Т-клеток, что  может способствовать 
патогенезу различных заболеваний [1], в том числе 
и онкогематологических [2]. Моноцитарные MDSC 
имеют фенотип CD14+HLA-DRlow / – [1]. Данные клет-
ки показывают положительную корреляцию их ко-
личества в периферической крови с опухолевой на-
грузкой и  стадией заболевания при  В-клеточном 
хроническом лимфоцитарном лейкозе (В-ХЛЛ) [2].

Наши первоначальные результаты изучения мо-
ноцитарных MDSC несколько расходились с данны-
ми литературы. После дополнительного изучения 
в методику были внесены корректировки. В соответ-
ствии с рекомендациями [3] мы отказались от при-
менения изотипического контроля, но  применяли 
контроль Fluorescence Minus One. Снижение концен-
трации антител к  HLA-DR позволило более четко 
отделить популяцию моноцитарных MDSC в иссле-
дуемой группе В-ХЛЛ от значений нормы.

Цель исследования – оптимизация методики из-
мерения моноцитарных MDSC в  периферической 
крови пациентов с В-ХЛЛ.

Материалы и методы
Образцы периферической крови были взяты 

у 14 пациентов с диагнозом В-ХЛЛ на базе ООО 
«ГеноТехнология». Также были взяты образцы пери-
ферической крови у 2 здоровых доноров. Все образцы 
исследовали в день взятия крови. Для проточной ци-
тометрии применяли антитела CD14 FITC (IM0645U, 
Beckman Coulter) 6 мкл и  HLA-DR PE (347401,BD 
Pharmingen™) в объеме 15 или 4 мкл на 100 мкл об-
разца периферической крови. В соответствии с реко-
мендациями [3] изотипический контроль не добавляли. 
Подсчет проводили на проточном цитофлуориметре 
FACSCanto II с использованием программного обе-
спечения FACSDiva™ (Bekton Dikenson).

Результаты
Для  каждого образца проводили 2 измерения 

CD14+HLA-DRlow / –-клеток. В первом случае в пробу 
добавляли 15 мкл антител HLA-DR, во втором – 4 мкл. 
В табл. 1 представлены результаты значений количе-

ства CD14+HLA-DRlow / – у пациентов с В-ХЛЛ. Мож-
но видеть, что  в  случае добавления 4 мкл антител 
процент CD14+HLA-DRlow / –-клеток увеличивается 
(медиана 7 %) по сравнению с данными после добав-
ления 15 мкл антител HLA-DR (медиана 1,9 %). Как 
видно из  табл. 2, снижение концентрации антител 
HLA-DR слабо влияет на значение клеток CD14+HLA-
DRlow /– в  норме (медиана 0,15 и  0,3 %). Это может 
объясняться более низкой плотностью экспрессии 
антигена HLA-DR на моноцитах при В-ХЛЛ по срав-
нению с нормой. Снижение концентрации антител 
HLA-DR не только приводит к его экономии, но и да-
ет возможность более четкого выделения MDSC для 
изучения корреляций со стадией заболевания и дру-
гими клиническими характеристиками. Помимо этого, 
при таком подходе возможно более четкое отделение 
количества клеток MDSC в норме от их количества 
при В-ХЛЛ.

Таблица 1. Значение количества клеток CD14+HLA-DRlow / – в группе 
пациентов с В-клеточным хроническим лимфоцитарным лейкозом

Table 1. The value of the number of CD14+HLA-DRlow / –-cells in group  
of patients with B-cell chronic lymphocytic leukemia

Пациент 
Patient

Содержание CD14+HLA-DRlow /– во всех CD14+, % 
CD14+HLA-DRlow /– level in all CD14+, %

15 мкл антител 
к HLA-DR 

15 μl antibodies to HLA-DR

4 мкл антител 
к HLA-DR 

4 μl antibodies to HLA-DR

1 2,7 21,7

2 2,1 6,9

3 0,6 2,4

4 2,6 14,2

5 4,3 11,4

6 1,0 1,0

7 0,4 3,4

8 7,6 20,2

9 1,7 7,1

10 1,7 5,3

11 0,5 1,8

12 0,9 3,8

13 2,2 17,7

14 12,7 42,0

Медиана 
Median

1,9 7,0

For citation: Ponomarev A. V., Misyurin V. A., Baryshnikova M. A. Effect of HLA-DR antibody concentration on estimation of the number 
of CD14+HLA-DRlow / –-cells in the blood of patients with B-cell chronic lymphocytic leukemia. Rossiyskiy bioterapevticheskiy zhur-
nal = Russian Journal of Biotherapy 2020;19(3):66–8. (In Russ.).
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Краткие сообщения

Выводы
Наблюдаемое количество CD14+HLA-DRlow / –-клеток 

в крови пациентов с В-ХЛЛ зависит от концентрации 

Таблица 2. Значение количества клеток CD14+HLA-DRlow / – в группе здоровых доноров

Table 2. The value of the number of CD14+HLA-DRlow / –-cells in group of healthy donors

Здоровый донор 
Healthy donor

Содержание CD14+HLA-DRlow /– во всех CD14+, % 
CD14+HLA-DRlow /– level in all CD14+, %

15 мкл антител к HLA-DR 
15 μl antibodies to HLA-DR

4 мкл антител к HLA-DR 
4 μl antibodies to HLA-DR

1 0,1 0,1

2 0,2 0,5

Медиана 
Median

0,15 0,3

антител HLA-DR. Согласно нашим экспериментам 
оптимальная концентрация антител HLA-DR для точ-
ного выделения MDSC составляет 4 мкл, а не 15 мкл.
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