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Журнал входит в Перечень рецензируемых научных изданий, в которых должны быть опубликованы основные научные 
результаты диссертаций на соискание ученой степени кандидата и доктора наук.
Журнал зарегистрирован в CrossRef, статьи индексируются с помощью цифрового идентификатора DOI.

Основная задача издания  –  публикация  информации  о  современных  дости-
жениях в области изучения патогенеза, диагностики и терапии иммуноопосре-
дованных  и  онкологических  заболеваний,  результатов  научных  исследований, 
национальных и международных доклинических и клинических исследований.

Цели журнала – информирование читателя о результатах изучения новых био-
маркеров онкологических и иммуноопосредованных заболеваний, использова-
ния биомаркеров в диагностике и терапии злокачественных новообразований 
и патологий иммунной системы, исследований в области лекарственной и кле-
точной  терапии,  а  также  по  вопросам  технологии  создания  лекарств,  биоме-
дицинских клеточных продуктов и биоматериалов, проведения доклинических 
и клинических исследований новых препаратов и методов лечения; обобщение 
научных и практических достижений в области диагностики и терапии иммуно-
логических и онкологических заболеваний.
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The main objective of Russian Journal of Biotherapy  is a publication of current 
achievements in the study of pathogenesis, diagnostics, and therapy of immune-me-
diated and oncological diseases, results of the research studies, and results of na-
tional and international pre-clinical and clinical studies.

The publication aim  is  to  present  the  results  of  the  studies  of  new  biomarkers 
of oncological and immune diseases, the use of biomarkers in diagnostics and therapy 
of  tumors  and  disorders  of  the  immune  system,  studies  in  the  field  of  drug  and 
cell  therapy,  studies of drug development technologies, biomedical cell products 
and biomaterials, pre-clinical and clinical studies of new medicines and methods 
of treatment. The main focus of the journal is to summarize scientific and practical 
achievements in the field of immunological and oncological diseases therapy.
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И. Ж. Шубина, Н. А. Бурлака, А. П. Казанцев, Ю. И. Должикова, А. А. Петкевич,  
К. И. Киргизов, М. В. Киселевский
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Диагностика, лечение и выработка тактики проводимой терапии нейробластомы (НБ) у детей являются нере-
шенными проблемами современной детской онкогематологии. Один из ключевых аспектов мониторинга тера-
пии НБ – обнаружение и контроль минимальной остаточной болезни.
В обзоре рассмотрены современные методы, используемые для обнаружения минимальной остаточной болез-
ни при НБ, такие как иммуноцитохимия, флуоресцентная гибридизация in situ (FISH), проточная цитометрия, 
методы качественной полимеразной цепной реакции (ПЦР) (обратно-транскриптазная ПЦР, RT-PCR) и количе-
ственной ПЦР (QRT-PCR) для оценки мРНК. Специфический маркер НБ, дизиалоганглиозид GD2, определяют 
методом проточной цитометрии или иммуноцитохимии, повышая ее специфичность с помощью флуорохромов. 
В настоящее время метод FISH является «золотым стандартом» для оценки статуса гена MYCN при НБ. Широко 
используемый метод многопараметровой проточной цитометрии позволяет достичь высокой специфичности 
анализа  при  диагностике  НБ.  Для  выявления  клеток  НБ  с  помощью  RT-PCR  предлагаются  разные  мишени, 
но в настоящее время единственной признанной мишенью является мРНК тирозингидроксилазы. При этом 
показано, что QRT-PCR имеет преимущество перед более традиционной качественной RT-PCR, поскольку этот 
метод позволяет более точно и количественно определить 1 или несколько мРНК в клинических образцах.
Обсуждаются результаты исследований по сравнению чувствительности методов диагностики, таких как RT-PCR, 
проточная цитометрия, FISH и др. Сравнительные исследования включали многопараметровую проточную ци-
тометрию с различными комбинациями моноклональных антител CD9 / CD81 / CD56 / CD45 / GD2,  традиционную 
RT-PCR и количественную – QRT-PCR для обнаружения циркулирующих клеток НБ в образцах от пациентов 
с онкологией и здоровых добровольцев.
Несмотря на то что каждый из оцениваемых методов имеет свои преимущества, авторы акцентируют внимание 
на том, что именно многопараметровая проточная цитометрия позволяет быстро и надежно определять мини-
мальную остаточную болезнь или микрометастазы НБ.

Ключевые слова: нейробластома, минимальная остаточная болезнь, микрометастазы, полимеразная цепная 
реакция, проточная цитометрия
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Diagnosis, treatment and designing an adequate strategy of neuroblastoma (NB) therapy in children is still a com-
plicated tasks for pediatric oncology and hematology. One of the key aspects of NB control is detection and moni-
toring of minimal residual disease.
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The authors make a concise review of the up-to-date methods, such as immunocytochemistry, fluorescent in situ 
hybridization (FISH), flow cytometry, the methods of qualitative and quantitative polymerase chain reaction (PCR) 
to estimate mRNA (RT-PCR and QRT-PCR), which are currently used for minimal residual disease detection in pa-
tients with NB. Disialoganglioside GD2, a specific NB marker, is traditionally determined by immunocytochemistry 
with  fluorochromes  that enhance  its  specificity,  and by  flow cytometry,  as well. At present,  FISH  test  is a gold 
standard  for  evaluation of  the MYCN  gen  status  in NB. A widely used multicolor  flow cytometry method allows 
achieving high specificity of  the analysis  for NB diagnosis. RT-PCR may search  for various targets  to  reveal NB 
cells, however, at the moment the only accepted immune target is tyrosine hydroxylase mRNA. Moreover, the stud-
ies  established  that  quantitative  QRT-PCR  has  more  advantages  than  traditional  qualitative  RT-PCR,  since  this 
method allows a more accurate and quantitative detection of one or several mRNAs in clinical samples.
The review discusses advantages and disadvantages of the main methods currently used for minimal residual dis-
ease evaluation of NB cells, such as RT-PCR,  flow cytometry, FISH, etc. Comparative studies  included multicolor 
flow  cytometry  with  various  combinations  of  CD9 / CD81 / CD56 / CD45 / GD2  monoclonal  antibodies,  conventional 
RT-PCR and quantitative QRT-PCR  to  reveal circulating / disseminated NB cells  in  the clinical  samples of cancer 
patients and healthy volunteers.
The authors analyze the results of various studies that compared accuracy and sensitivity of diagnostic methods 
such as RT-PCR, flow cytometry, FISH and some others. Despite the advantages of each method, the authors em-
phasize that multicolor flow cytometry is the optimal approach for the rapid and reliable detection of minimal re-
sidual disease and micrometastases of NB.

Key words: neuroblastoma, minimal residual disease, micrometastases, polymerase chain reaction, flow cytometry
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Введение
Лечение детей с нейробластомой (НБ) является 

актуальной проблемой современной детской онко-
гематологии. Своевременная диагностика часто бы-
вает затруднена, так как симптомы НБ зачастую 
не имеют специфичности. При этом более чем у 50 % 
пациентов определяется IV стадия заболевания. Об-
щая выживаемость больных с НБ значительно раз-
личается в зависимости от стадии процесса и группы 
риска. Так, у пациентов с IV стадией общая выжива-
емость составляет лишь около 20 %. Современное 
лечение пациентов с НБ основано на дифференци-
рованных подходах к терапии в зависимости от груп-
пы риска [1, 2].

Стратификация пациентов на группы риска 
включает оценку клинических и молекулярно-био-
логических данных. Степень злокачественности НБ 
устанавливается при генетических исследованиях 
на выявление мутаций MYCN, делеций хромосом 1р 
или 11q. Наличие данных мутаций – неблагоприят-
ный фактор прогноза заболевания. Перед началом 
специфической терапии всегда проводится верифи-
кация диагноза; диагноз НБ ставится при гистологи-
ческом исследовании биоптата первичной опухоли 
или метастазов. Кроме того, в последнее десятилетие 
актуальной проблемой становится определение ми-
крометастазов или же минимальной остаточной бо-
лезни (МОБ), которые представляют собой единич-
ные опухолевые клетки или кластеры, включающие 
не более 9–10 клеток. Согласно Международной 
системе стадирования нейробластомы (International 

Neuroblastoma Staging System, INSS), цитологическое за-
ключение по клеточному составу костного мозга (КМ) 
остается стандартным методом выявления диссеми-
нированных клеток НБ [3]. Однако чувствительность 
этого подхода ограниченна, поскольку количество 
опухолевых клеток менее чем 1 на 100 нормальных 
практически не выявляется при обычной цитологии 
с использованием световой микроскопии.

С внедрением в практику новых, более чувстви-
тельных методов неоднократно предпринимались 
попытки создания наиболее точных протоколов вы-
явления опухолевых клеток НБ. В 2005 г. разработан-
ный ранее чувствительный и воспроизводимый им-
муноцитохимический тест на наличие GD2-антигена 
с морфологическими и иммуноцитологическими 
критериями был усовершенствован путем примене-
ния оценки генетического профиля с помощью ана-
лиза методом флуоресцентной гибридизации in situ 
(fluorescence in situ hybridization, FISH) и стандарти-
зации методов окраски и критериев оценки [4].

В 2009 г. Международная группа по оценке риска, 
ассоциированного с нейробластомой (International 
Neuroblastoma Risk Group, INRG), опубликовала от-
чет о разработке рекомендаций по диагностике ми-
нимального количества опухолевых клеток НБ в об-
разцах КМ и периферической крови [5]. В работе 
были детально рассмотрены такие современные ме-
тоды, как иммуноцитохимия, флуоресцентная окра-
ска FISH, проточная цитометрия (ПЦ), методы ка-
чественной полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
(обратно-транскриптазная ПЦР, reverse transcription 
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polymerase chain reaction, RT-PCR) и количественной 
ПЦР (quantitative reverse transcription polymerase chain 
reaction, QRT-PCR) для оценки мРНК, которые мо-
гут быть использованы в качестве инструментов ди-
агностики минимальной болезни (МБ). При поста-
новке диагноза, на этапах терапии, в особенности 
перед трансплантацией гемопоэтических стволовых 
клеток, перед лечением МОБ и в конце лечения ре-
комендуется проводить анализ образцов КМ и пери-
ферической крови для обнаружения минимального 
количества опухолевых клеток. В рутинной практике 
выявление опухолевых клеток в КМ на начальной 
стадии основывается на результатах цитологическо-
го исследования морфологии клеток [3, 5]. Тем не ме-
нее авторы настоятельно рекомендуют, чтобы образцы 
КМ и периферической крови, взятые для постановки 
диагноза, были также проанализированы с помощью 
иммуноцитохимии и QRT-PCR для получения ис-
ходной информации об экспрессии специфического 
антигена или мРНК, а также для изучения потенци-
альной клинической значимости МБ у тех детей, 
у которых традиционными методами не определяет-
ся метастатический процесс. Комбинация методов 
может дать не только прогноз клинической значимо-
сти МБ, но и дополнительную биологически значи-
мую информацию. Например, для определения того, 
является ли гетерогенность опухоли значимой при 
мониторинге МОБ, следует использовать несколько 
независимых методов, например иммуноцитохимию 
и QRT-PCR, или анализ образцов с использованием 
нескольких антител, или амплификацию для не-
скольких целевых мРНК.

В 2017 г. группой специалистов был выработан 
консенсус по пересмотру критериев оценки ответа 
на лечение детей с НБ с учетом современных методов 
визуализации и количественной оценки поражения 
КМ [6]. Известно, что КМ – наиболее распростра-
ненная локализация метастатического поражения, как 
при постановке диагноза, так и при возникновении 
рецидива у пациентов с НБ. Кроме того, после проведен-
ной терапии МОБ часто обнаруживается в КМ.

Таким образом, для определения минимального 
количества диссеминированных опухолевых клеток 
требуется высокая чувствительность и точная коли-
чественная оценка, которая может быть достигнута 
с помощью современных аналитических методов.

Иммуноцитохимия с флуорохромами
Дизиалоганглиозид GD2, преимущественно экс-

прессирующийся равномерно на поверхности злока-
чественных клеток НБ и большинства типов мелано-
мы [7], но не на нормальных гемопоэтических 
клетках [8], считается специфическим маркером 
для обнаружения МБ и МОБ с помощью иммуноци-
тохимии и ПЦ [9–11]. Метод иммуноцитохимии 

является относительно недорогостоящим, однако он 
не позволяет проводить многопараметрический ана-
лиз. Это ограничение преодолевается путем приме-
нения метода иммуноцитохимии с использованием 
флуорохромов, представляющих собой небольшие 
химически инертные молекулы, в качестве маркеров 
для многопараметрического анализа, что повышает 
специфичность иммуноцитологического анализа. 
Так, меченные разными флуорохромами антитела 
против нейробластов и гемопоэтических клеток по-
зволяют дифференцировать опухолевые клетки с по-
мощью флуоресцентного микроскопа. Однако 
при использовании флуорохромов невозможно опре-
делить цитоморфологические особенности.

В отличие от стандартизации, которая была до-
стигнута с помощью иммуноцитохимии [4], цито-
морфологические критерии для отличия меченных 
иммунофлуоресценцией нейробластов от ложнопо-
ложительных гемопоэтических клеток никогда 
не определялись и не стандартизировались. Кроме 
того, флуоресцентным сигналам свойственно быстрое 
затухание, что не позволяет точно измерить интен-
сивность и спектр флуоресценции. Такие ограниче-
ния затрудняют оценку образцов с флуоресцентной 
меткой.

Флуоресцентная гибридизация in situ (FISH)
Важное значение для определения прогноза 

 заболевания НБ и выбора тактики лечения имеет 
установление генетических характеристик опухоли, 
а именно: хромосомных аберраций, статуса онкогена 
MYCN, делеций локусов 1р36 и 11q, увеличения длин-
ного плеча хромосомы 17. Амплификация гена MYCN 
наблюдается в 20–30 % первичных НБ и коррелиру-
ет с клиническим течением НБ и неблагоприятным 
прогнозом, являясь наиболее критичным прогности-
ческим маркером. Метод FISH в настоящее время 
считается «золотым стандартом» для оценки статуса 
гена MYCN при НБ.

Анализ методом FISH позволяет относительно 
быстро определять гетерогенность амплификации 
гена MYCN в отдельных нейробластах. В клинических 
образцах НБ метод интерфазной реакции FISH по-
зволяет выявить амплификацию гена MYCN даже при 
небольшом содержании опухолевых клеток [12].

Несмотря на видимые преимущества, анализ FISH 
является субъективной оценкой полученных изобра-
жений, требует дорогостоящего технического осна-
щения и сложных манипуляций. Многим диагности-
ческим лабораториям не хватает ни опыта, ни средств 
для проведения данного теста. Даже в идеальных 
условиях результаты часто трудно интерпретировать, 
так как это требует тщательного изучения большого 
количества отдельных клеток высококвалифициро-
ванным специалистом. Кроме того, исследования 
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показали, что, несмотря на свою высокую специфич-
ность, FISH-анализ имеет низкую чувствительность – 
58 % [13–15]. Ограничения этого метода требуют 
изучения возможностей менее технически сложных, 
недорогих альтернативных подходов с реализацией 
мультиплексного анализа.

Проточная цитометрия
Широко применяемый в диагностических целях 

метод ПЦ обладает теми же преимуществами, что 
и иммуноцитохимия с использованием флуорохро-
мов. Одновременное применение меченных разными 
флуоресцентными красителями антител против раз-
личных субпопуляций опухолевых и нормальных 
клеток позволяет достичь высокой специфичности 
анализа. К другим его преимуществам относится бы-
страя обработка исследуемых образцов – результаты 
можно получить в течение нескольких часов. Иско-
мая субпопуляция определяется кластером от 10–
20 событий (клеток) на точечном графике (Dot plot), 
при этом результат не зависит от опыта специалиста 
в цитоморфологии, иммунологии или цитогенетике. 
Многочисленные исследования по оценке МОБ 
или микрометастазов при различных онкологических 
заболеваниях показали эффективность ПЦ, которая 
позволяет выявлять 1 опухолевую клетку из 104 нор-
мальных клеток (1 / 104) [16].

В течение многих лет проводились исследования 
по оценке чувствительности и специфичности ПЦ 
для мониторинга МОБ при гемобластозах, раке мо-
лочной железы, а также при множественной миеломе, 
в которых была показана практическая значимость 
оценки МОБ с помощью многопараметрового цито-
метрического анализа для дальнейшей тактики лече-
ния и прогноза заболевания [17–19].

Для некоторых заболеваний (например, острого 
лимфобластного лейкоза) метод ПЦ стандартизиро-
ван как в отношении параметров (4 и более параме-
тра), так и по временны́м точкам мониторинга МОБ 
[17, 20, 21].

Полимеразная цепная реакция
Применение метода RT-PCR для амплификации 

опухоль-специфичной /-ассоциированной мРНК 
показало его высокую чувствительность и специфич-
ность, позволяя выявить 1 опухолевую клетку из 1 × 106 
нормальных. Следует отметить, что, как и при других 
методах определения опухолевых клеток, выявление 
опухоль-специфичной /-ассоциированной мРНК 
свидетельствует о наличии диссеминированных опу-
холевых клеток, обладающих метастатическим по-
тенциалом [22–24]. Проблема применения данного 
метода в реальной клинической практике связана 
с необходимостью выбора специфического генети-
ческого нарушения, связанного с опухолью; чаще 

можно определять лишь опухоль-ассоциированные 
нарушения. Одна из основных задач при использо-
вании RT-PCR – идентификация соответствующих 
целевых мРНК для определения МБ.

Для выявления клеток НБ с помощью RT-PCR 
предлагаются разные мишени, но в настоящее время 
единственная признанная мишень – мРНК тирозин-
гидроксилазы, позволяющая идентифицировать 1 клет-
ку НБ в 104–106 нормальных клеток [25, 26]. Однако 
до сих пор остается неясной клиническая эффектив-
ность этого подхода ввиду небольшой выборки, отсут-
ствия контроля качества в исследованиях и едино-
образия при сборе материала, обработке результатов 
и их представлении. Преимущество QRT-PCR перед 
более традиционной качественной RT-PCR состоит 
в том, что она позволяет точно и количественно опре-
делить 1 или несколько мРНК в клинических образ-
цах. Тем не менее определение тирозингидроксилазы 
в клинике для выявления клеток НБ не позволяет 
утвердить этот метод для рутинной практики, по-
скольку наличие экспрессии тирозингидроксилазы 
в нормальных тканях ограничивает чувствительность 
этого метода и требует уточняющих процедур для ве-
рификации диагноза.

Проточная цитометрия vs иммуноцитохимия 
vs количественная полимеразная  
цепная реакция
Поскольку стандартная цитологическая оценка 

аспиратов КМ является довольно субъективным ме-
тодом, зависящим от опыта и профессиональной 
подготовки специалиста, а также обладает относи-
тельной чувствительностью (возможно обнаружение 
1 опухолевой клетки из 100 нормальных), для выяв-
ления МОБ НБ уже более 2 десятилетий ведутся срав-
нительные исследования чувствительности других 
диагностических методов, изучается специфичность 
разных мишеней для оценки МОБ, разрабатываются 
новые диагностические подходы.

При многопараметровой ПЦ оценивают одно-
временно несколько маркеров, конъюгированных 
с различными флуорохромами. Например, J. Nagai 
и соавт. предложили комбинацию моноклональных 
антител CD9 / CD81 / CD56 / CD45 для обнаружения 
циркулирующих клеток НБ [27]. CD9 является мар-
кером, связывающимся с трансмембранным белком 
с молекулярной массой 24 кДа, который экспресси-
руется на тромбоцитах, предшественниках В-клеток, 
активированных и дифференцирующихся В-клетках, 
активированных Т-клетках, эозинофилах, базофилах, 
моноцитах, эндотелиальных и эпителиальных клетках 
и некоторых других типах клеток, при этом антиген 
CD9 определяется на клетках НБ.

Ранее было показано, что на опухолевых клетках НБ 
экспрессируется CD81 – маркер трансмембранного 
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белка с молекулярной массой 26 кДа (TAPA‐1), ко-
торый участвует в процессах клеточного роста и сиг-
нальной трансдукции. Кроме того, этот маркер экс-
прессируется на гемопоэтических клетках, а также 
на эндотелиальных и эпителиальных клетках. Хо-
рошо изучена экспрессия маркера CD56, который 
также был обнаружен на поверхности клеток НБ. 
Моноклональные антитела CD56 связываются с гли-
козилированными изоформами антигена с молеку-
лярной массой 175 / 220 кДа, который присутствует 
на поверхности больших гранулярных лимфоцитов, 
проявляющих киллерную активность, – натураль-
ных киллерных клеток, отдельных субпопуляций 
CD4+- и CD8+-T-клеток. При этом CD45 является 
мар кером общего антигена лейкоцитов, который экс-
прессирован на всех лейкоцитарных клетках чело-
века, включая лимфоциты, моноциты, гранулоциты, 
эозинофилы и тимоциты. Однако для специфиче-
ской диагностики важно, что CD45 не обнаружен 
на клетках НБ [27].

M. J. Warzynski и соавт. оценивали несколько раз-
личных комбинаций маркеров [10]: CD45, CD56, 
CD81, моноклональные антитела против нейрон- 
специфической энолазы (NSE) и против дизи ало-
ганглиозида GD2. Было обнаружено, что дизиало-
ганглиозид GD2 экспрессируется на поверхности 
практически всех клеток НБ, при этом GD2 имеет 
очень высокую плотность экспрессии (5–10 × 106 мо-
лекул / клетку). Помимо НБ, GD2 обнаруживается 
также на клетках других опухолей нейроэктодермаль-
ного происхождения, таких как меланома, мелкокле-
точный рак легкого, глиома. При этом GD2 не опре-
делялся на нормальных клетках КМ и периферической 
крови.

В сравнительном исследовании K. Swerts и соавт. 
[11] по обнаружению минимального остаточного 
 количества клеток НБ определяли экспрессию раз-
личных комбинаций маркеров CD9, CD81, CD56, 
CD45 методом ПЦ и выявляли специфический мар-
кер НБ GD2 с помощью иммуноцитохимии. Чув-
ствительность ПЦ оценивали в модельных экспери-
ментах с использованием различных соотношений 
нормальных и опухолевых клеток. Авторы обнару-
жили высокую степень корреляции результатов выяв-
ления клеток НБ обоими методами (χ2 = 6,4; р = 0,011). 
Несмотря на то что при анализе одинакового коли-
чества клеток ПЦ оказалась в 10 раз менее чувстви-
тельной, чем иммуноцитохимия, авторы считают ПЦ 
достаточно чувствительным методом для скрининга 
клинического материала с возможностью обнаружения 
1 опухолевой клетки из 104–105 нормальных монону-
клеарных клеток. Кроме того, ПЦ, являясь простым, 
быстрым и относительно недорогим методом, позволя-
ет выявить остаточные опухолевые клетки в GD2-не-
гативных образцах первичной опухоли.

В своей работе R. Esser и соавт. [28] изучали воз-
можность применения ПЦ, чтобы восполнить огра-
ничения диагностики НБ методом ПЦР, поскольку 
определение тирозингидроксилазы может давать 
ложноположительные результаты, так как этот мар-
кер определяется также в нормальных тканях. Было 
проанализировано 857 образцов опухолевой ткани, 
аспирата КМ, стволовых клеток периферической 
крови, полученных от 65 пациентов с НБ методом 
традиционной RT-PCR, и 666 образцов – методом 
QRT-PCR. Помимо материала, полученного от па-
циентов с НБ, было проанализировано 84 образца 
от пациентов с другими заболеваниями и 354 образца 
от здоровых доноров в качестве контроля. Для срав-
нения точности получаемых результатов было про-
анализировано 132 образца методом многопараме-
тровой ПЦ для выявления клеток НБ. Статистический 
анализ с помощью коэффициента каппа Коэна 
 показал достаточно высокую степень корреляции 
результатов, полученных традиционной RT-PCR 
и QRT-PCR, RT-PCR и ПЦ, и среднюю степень кор-
реляции между QRT-PCR и ПЦ. При этом ПЦР вы-
явила экспрессию тирозингидроксилазы в исследу-
емых образцах от некоторых пациентов с саркомой 
Юинга, нефробластомой и рабдомиосаркомой, 
но в образцах материала здоровых доноров экспрес-
сия тирозингидроксилазы не обнаружена. Фенотип 
клеток НБ оценивали как CD45– / CD9+ / CD81+ /  
CD56+ / ch14:18+ / GD2+, при этом точность детекции 
ПЦ достигала 0,002 % клеток НБ. В результате тща-
тельного обсуждения полученных данных авторы 
пришли к заключению, что для выявления клеток НБ 
одного метода RT-PCR недостаточно, так как лож-
ноположительные результаты, полученные в образцах 
материала от пациентов с другими заболеваниями, 
накладывают определенные ограничения на приме-
нение одного только этого метода. В данном случае 
дополнительным методом, позволяющим выявить 
остаточное количество клеток НБ, была ПЦ.

K. S. Tsang и соавт. [29], проводя сравнительное 
исследование по диагностике НБ в аспиратах КМ, 
костномозговых аутотрансплантатах и стволовых 
клетках периферической крови 27 детей, применяли 
многопараметровую цитометрию для выявления кле-
ток с фенотипом CD45– / CD56+ / CD81+ и RT-PCR для 
детекции тирозингидроксилазы. Авторы считают, что 
наличие опухолевого поражения КМ можно успешно 
определять с помощью полуколичественной RT-PCR, 
однако этот метод требует строгой стандартизации, 
калибровки и валидации. Применение ПЦ с моно-
клональными антителами CD45-FITC / CD81-PE /  
CD56-PECy5 позволило авторам автоматизировать ко-
личественную оценку клеток НБ в большом пуле гете-
рогенных клеток, рекомендуя данный метод в качестве 
простого, быстрого и воспроизводимого исследования 
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для выявления микрометастазов и скрытой диссеми-
нации опухолевых клеток. Комбинация качественной 
RT-PCR по выявлению тирозингидроксилазы и QRT-
PCR рассматривается в качестве эффективного подхо-
да для оценки регрессии опухоли и мониторинга МОБ 
пациентов с НБ во время лечения.

Заключение
Таким образом, учитывая значимость задачи обнару-

жения минимального количества злокачественных кле-

ток НБ, которые не всегда можно выявить с помощью 
стандартных морфологических исследований крови 
и КМ, наряду с применением RT-PCR, ПЦ, FISH ве-
дется поиск более чувствительных современных мето-
дов диагностики, а также оптимизация существующих 
методик. Несмотря на то что каждый из оцениваемых 
методов имеет свои преимущества, авторы акценти-
руют внимание на том, что именно многопараметровая 
ПЦ позволяет быстро и надежно определять единич-
ные опухолевые клетки или микрометастазы НБ.
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Адгезионная концепция в биологии рака: 
местные и центральные механизмы (часть 1)
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К о н т а к т ы :   Ольга Алексеевна Бочарова imufarm@rambler.ru

Цель обзора – представление концепции о  том,  что ключевым механизмом опухолевого процесса является 
нарушение адгезионных взаимодействий с участием местных и центральных механизмов. В первой его части 
рассматриваются местные особенности адгезионной дизрегуляции. Недостаточность экспрессии гистоспеци-
фических молекул адгезии, возникающая в результате стрессорного воздействия или генетической мутации, 
вызывает повреждение важного механизма противоопухолевой защиты ткани, нарушая процессы пролифера-
ции  и  дифференцировки.  Дефицит  гистонеспецифических  молекул  гомотипической  адгезии,  возникающий 
намного позже, усугубляет нарушения. Это приводит, во-первых, к снижению экспрессии лигандов семейства 
β

2
-лейкоцитарных интегринов (LFA-1, Mac-1) на поверхности эффекторов иммунитета, а во-вторых – к усилению 

на опухолевых клетках экспрессии молекул адгезии к субстрату – антигенов поздней активации VLA (very late 
activation) семейства β

1
-интегринов. Первое ограничивает взаимодействие молекул семейства ICAM с их кон-

тррецепторами из семейства β
2
-интегринов, снижая элиминацию клеток-мишеней эффекторами иммунитета, 

что  вносит  вклад  в  экранирование  опухоли  от  противоопухолевого  надзора.  Второе  способствует  инвазии 
опухоли в окружающие ткани, формированию сосудов, а также ее гетеротипической адгезии с другими тканя-
ми, что еще больше стимулирует процессы пролиферации и подавление апоптоза клеток опухоли. Так, молеку-
лы адгезии можно сравнить с птицей Феникс: исчезая в начале процесса (между «родными» клетками), они 
в новом качестве возникают вновь (усиливая адгезию к чужим клеткам), наращивая тоталитаризм опухоли. 
Следует учесть, что клетки опухоли из-за адгезионной дизрегуляции «изолируются от общества», теряют свою 
дифференцировку, утрачивая свою зрелость и «впадая в детство», будучи не в состоянии осуществлять спец-
ифические, «взрослые» функции. Поэтому онкозаболевание можно рассматривать как проявление старения 
отдельных клеток.
Активизация антистрессорных, эндогенных геропротекторных механизмов, в основе которой лежит коррекция 
адгезионных механизмов, может быть эффективна для предупреждения и сдерживания онкологического про-
цесса.

Ключевые слова: клеточная адгезия, опухоль, канцерогенез, интегрины, метастазирование, иммунитет, хрони-
ческий стресс, старение, дофамин
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part. The lack of histospecific adhesion molecules expression resulting from stress or genetic mutation damages 
an important mechanism of antitumor protection of the tissue disrupting the processes of proliferation and differ-
entiation. The deficiency of histone-specific homotypic adhesion molecules which occurs  later exacerbates the 
disorders. This leads to a decrease in the expression of leukocyte integrins (LFA-1, Mac-1) ligands of the β

2
 family 

on the surface of immune effectors and to an increase also in the expression of adhesion molecules to the sub-
strate-antigens VLA (very late activation) family of β

1
-integrins on tumor cells. The first restricts the interaction 

of ICAM family molecules with their contra-receptors from the β
2
-integrin family reducing the elimination of target 

cells by immune effectors which contributes to the screening of the tumor from antitumor surveillance. The second 
promotes the invasion of the tumor into the surrounding tissues, the formation of blood vessels as well as its he-
tero typic adhesion with other tissues which further stimulates the proliferation and suppression processes of tu-
mor cells apoptosis. So, the adhesion molecules can be compared to the Phoenix bird: disappearing at the begin-
ning of the process (between the similar cells), they reappear in a new quality (increasing adhesion to cells of other 
tissues), increasing the totalysm of the tumor. It should be taken into account that tumor cells due to adhesion 
dysregulation “isolate themselves from society”, lose their differentiation, their maturity and “fall into childhood”, 
being unable to perform specific, “adult” functions. So, cancer can be considered as a manifestation of the cells aging.
Therefore,  the anti-stress, endogenous geroprotective mechanisms activation based on the adhesion correction 
can be effective for preventing and treatment the oncological process.
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Введение
Онкология располагает обширной информацией 

о путях возникновения, клеточно-органных и мо-
лекулярно-генетических механизмах развития рака, 
а также о возможностях комплексного лечения онко-
логических заболеваний с использованием хирургии, 
химиолучевой, таргетной, иммуно- и вакцинотера-
пии. Однако заболеваемость и смертность от рака 
по всему миру растет угрожающими темпами [1, 2]. 
Немало научной литературы посвящено серьезным 
опасениям по поводу достоинств циторедуктивных 
подходов лекарственного лечения, которое токсично 
и дорогостояще [3–5]. Вместе с тем на сегодняшнем 
этапе развития науки имеются существенные знания 
о различных нарушениях при опухолевом процессе 
(экспрессия онкогенов и цитокинов, факторы апо-
птоза, лекарственной резистентности, ангиогенеза, 
дефицит иммунореактивности и др.). В связи с этим 
множество выявленных особенностей опухолевой 
клетки пытаются использовать в качестве мишеней 
противоопухолевой терапии. В большинстве заяв-
ленных методов «таргетной» терапии при раке – пре-
параты, имеющие направленность ингибиторов тех 
или иных, отдельных или комбинированных нару-
шений экспрессии белков, таких как ростовые фак-
торы, цитокины / хемокины, молекулы рецепторов / 
 адаптеров или ферментов (Kras, BCR, P13K, CD11, 
Myc, BRCA2, ALK, IL-10, IL-12, p27, p53, p70, VEGF, 
MAPKs, TKIs и т. д.), идентифицированных в моле-
кулярном «цунами» опухолевых мутаций. Иными 
словами, за молекулярные мишени принимают му-
тированные компоненты гетерогенного и хаотично-
го «ландшафта» генома раковой клетки [6]. Однако 

эти многочисленные «подробности» особенностей 
опухолевой клетки проблематично рассматривать 
в качестве мишеней противоопухолевой терапии. Это 
связано с тем, что они не имеют ключевого, или са-
мостоятельного, значения при возникновении опу-
холевой клетки, хотя и могут срабатывать на моделях 
экспериментальных животных в определенных усло-
виях и при продолжительной терапии, которая к че-
ловеку имеет иногда слабое отношение [7, 8].

Кроме того, многие ученые высказываются в поль-
зу того, что будущее онкологической науки и проти-
воопухолевой терапии должно лежать в области ак-
тивизации защитных механизмов организма вообще 
и восстановления иммунологического надзора в част-
ности. Это послужит более эффективной элиминации 
опухолевых клеток. Вместе с тем в 2014 г. Междуна-
родное агентство по изучению рака сообщило, что 
глобальная война против рака не может быть выиг-
рана одной только терапией, и рекомендовало вне-
дрение эффективных стратегий профилактики для 
предотвращения онкологического кризиса [9]. Од-
нако в данном случае смущает глобальность и некон-
кретность этих общих планов.

Иными словами, ни один из многочисленных 
вышеперечисленных факторов нельзя считать спе-
цифическим, самостоятельным, ключевым, таким, 
при подавлении которого можно предотвратить 
или остановить опухолевый процесс. В то же время 
слишком общие рассуждения про активизацию за-
щитных механизмов организма не имеют четкого 
направления. Следовательно, с одной стороны, нет 
конкретного понимания того, каким образом опухо-
левая клетка координирует и связывает огромное 
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число событий, «умело» используя «предательскую» 
помощь своего окружения в организме хозяина для 
его же уничтожения. С другой стороны, в связи с этим 
сложно наметить превентивные и терапевтические 
лекарственные пути эффективного выхода из этой 
ситуации [10, 11].

Наш обзор посвящен адгезионной концепции 
опухолевого процесса, а также перспективам профи-
лактики и противоопухолевой терапии на этом осно-
вании.

Адгезия – птица Феникс злокачественного 
роста
Нарушение дифференцировки клеток при поте-

ре контроля над пролиферативными процессами уже 
давно считают неотъемлемой чертой опухолевых кле-
ток. Пристального внимания заслуживает тот факт, 
что при этом клетки опухоли утрачивают взаимодей-
ствие друг с другом, с эффекторами иммунитета и, как 
следствие, со всем организмом. На основании нако-
пленных к настоящему времени результатов иссле-
дований нарушение адгезионных взаимодействий мы 
можем рассматривать в качестве ключевого механиз-
ма неоплазии [12, 13].

Адгезионные взаимодействия клеток в ткани-ми-
шени могут нарушаться при мутациях. Мутагеном 
может быть любой стрессорный фактор: токсический, 
лучевой и т. п. На первом этапе происходит наруше-
ние гомотипической адгезии между клетками ткани. 
Это может быть результатом потери или подавления, 
например, единственного аллеля (нулевой гомози-
готности, или гемизиготности) гена гликопротеина – 
«контактина» (вероятно, из семейства кадхеринов) – 
в клетках ткани, генетически предрасположенной 
к развитию опухолей. Данный ген специфически 
регулирует межклеточные взаимодействия в данной 
ткани, ее дифференцировку, способствует сохране-
нию постоянства клеток здоровой ткани [14]. В нор-
мальной, устойчивой к опухолеобразованию ткани 
в клетках присутствуют оба аллеля «контактина». 
Соответственно, повредить клетку по этому призна-
ку сложнее [15]. Содержание «контактина» при этом 
максимально в период завершения дифференциров-
ки и перехода к активному функционированию дан-
ной ткани, однако с возрастом, в процессе старения 
оно снижается [16].

Ослабление адгезионных контактов между клет-
ками связано с дефицитом, в первую очередь, гисто-
специфических, а затем и гистонеспецифических 
(например, из семейства ICAM сверхсемейства им-
муноглобулинов) молекул гомотипической адгезии 
[17–19]. Недостаточность гистоспецифических мо-
лекул адгезии повреждает, вероятно, важный меха-
низм противоопухолевой защиты в ткани, нарушая 
регуляцию процессов пролиферации и дифференци-

ровки [14, 15, 20]. Дефицит гистонеспецифических 
молекул гомотипической адгезии, возникающий на-
много позже, усугубляет ослабление контактных вза-
имодействий клеток опухоли [21–23]. Это приводит, 
во-первых, к снижению экспрессии соответствующих 
лигандов из семейства β

2
-лейкоцитарных интегринов 

(например, LFA-1, Mac-1) на поверхности эффекто-
ров иммунитета [24–26], а во-вторых – к усилению 
на мембранах опухолевых клеток экспрессии молекул 
адгезии к субстрату, например антигенов поздней 
активации VLA (very late activation) и цитоадгезинов 
из семейства β

1
-интегринов [27–29]. Первое ограни-

чивает взаимодействие молекул из семейства ICAM 
с их контррецепторами из семейства β

2
-интегринов, 

снижая элиминацию клеток-мишеней, например 
натуральными киллерами и цитотоксическими лим-
фоцитами, что вносит существенный вклад в экра-
нирование опухоли от противоопухолевого надзора 
[30, 31]. Второе способствует инвазии опухоли в окру-
жающие ткани, формированию ее сосудистой сети (пу-
тем усиления экспрессии, например, молекул VCAM), 
а также ее гетеротипической адгезии с другими тка-
нями, что еще в большей степени индуцирует про-
цессы пролиферации и еще большее подавление 
апоптоза. Вместе с тем по линии обратной связи под-
держивается дополнительное разобщение клеток 
опухоли, что может привести к образованию разроз-
ненных метастатических клеток, например в асцити-
ческой жидкости [32–34]. Таким образом, возникают 
метастазы, которые при усилении адгезионной диз-
регуляции усугубляют ускользание опухоли от имму-
нологического надзора и контроля пролиферации, 
беспрепятственно захватывая новые питающие 
их субстраты – подлежащие и другие ткани, что в ко-
нечном итоге приводит к гибели организма.

Следовательно, нарушение адгезивных взаимо-
действий в ткани-мишени создает сначала местные, 
а потом и общие условия для развития новообразо-
вания. Иными словами, дефицит гистоспецифиче-
ского адгезионного фактора на начальных этапах 
развития неоплазии, запуская каскад патологических 
реакций, приводит к более сложным нарушениям 
адгезии, которые, в свою очередь, являются крити-
ческими для «тоталитарного» поведения опухоли. 
В самом деле, молекулы адгезии при опухолевом рос-
те можно сравнить с птицей Феникс: исчезая в нача-
ле процесса (между «родными клетками»), они в но-
вом качестве возникают вновь (усиливая адгезию 
к чужим клеткам), изощренно наращивая «оккупа-
цию» органов и тканей организма раковыми клетка-
ми [27]. Поэтому, согласно выдвигаемой гипотезе, 
нарушение адгезивных взаимодействий между клет-
ками играет роль ключевого звена опухолевого про-
цесса, так как обеспечивает основные свойства опу-
холи: подавление контроля пролиферации в ткани, 



20

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  3'2021  ТОм 20    vol. 20

Обзоры литературы / Reviews

анаплазию, инвазию, метастазирование и ускольза-
ние от иммунологического надзора [12].

Справедливость выдвигаемой концепции
В защиту предлагаемой гипотезы можно привести 

следующие доводы. Во-первых, сложно найти ка-
кой-либо другой фактор (экспрессия онкогенов, про-
цессы апоптоза, рецепция факторов роста, актив-
ность ферментов и др.), нарушение которого 
объясняло бы все этапы канцерогенеза. Во-вторых, 
опираясь на эту гипотезу, можно объяснить развитие 
опухоли, как правило, в одном органе и различное 
поведение метастазирования для опухолей разных 
локализаций (в связи с существованием индивиду-
ального β

1
-интегринового профиля в виде комбина-

торно различных комбинаций молекул VLA) [35, 36]. 
Поэтому некоторые авторы расценивают экспрессию 
молекул VLA-интегринов в качестве наиболее важ-
ного (по сравнению с комплексом других использу-
емых параметров – клинических, гистологических, 
биохимических и др.) маркера для прогноза опухо-
левого процесса [37]. В-третьих, снижение уровня 
адгезионных взаимодействий между клетками в тка-
ни является специфическим свойством именно опу-
холевого процесса (патологии с увеличением клеточ-
ной массы ткани). При патологических процессах 
с потерей клеточной массы органа, таких как воспа-
ление, деструктивные процессы, отмечается усиление 
межклеточной адгезии и, соответственно, повышение 
в ответ на медиаторы воспаления (провоспалитель-
ные цитокины, гормоны, клеточный стресс, инфек-
ции) экспрессии молекул ICAM-1, ICAM-2, LFA-1, 
LFA-3, Мас-1. С этим связаны увеличение хелпер-
но-супрессорного (CD4+ / CD8+) соотношения, акти-
вация натуральных киллеров, моноцитов, нейтрофи-
лов [38–40]. Подавление высокого уровня экспрессии 
этих молекул с использованием моноклональных 
антител, а также глюкокортикоидов и кортикостеро-
идов приводит к лечебному эффекту, который выра-
жается в снижении воспалительной реакции [41, 42]. 
В случаях регрессии злокачественной опухоли 
на мембранах ее клеток определена повышенная экс-
прессия, например, ICAM-1 при множественной 
инфильтрации опухоли лейкоцитами, в том числе 
цитотоксическими Т-лимфоцитами [43–45].

Эволюционная база концепции
Справедливость данной концепции может быть 

также подтверждена эволюционной взаимосвязью 
молекул кадхеринов («контактинов», гистоспецифи-
чески опосредующих контактные взаимодействия 
клеток путем объединения их цитоскелетов в единые 
гистосистемы, что является фундаментом гисто- и ор-
ганогенеза); CJM (cell junction molecules), участвующих 
в формировании сложных межклеточных контактов; 

ICAM (гистонеспецифически участвующих в поддер-
жании тканевой интеграции и служащих лигандами 
молекул лейкоцитарных β

2
-интегринов); β

1
-интегри-

нов, обеспечивающих гетеротипическую адгезию 
к другим тканям; IgG; рецепторов факторов роста; 
белков главного комплекса гистосовместимости 
(MHC) класса I ,  которые необходимы для обеспече-
ния реакций именно клеточного иммунитета. Имму-
ноглобулины и другие перечисленные выше молеку-
лы кодируются генами вариабельных и константных 
участков, возникшими в ходе эволюции в результате 
дупликации исходного предшественника, который 
весьма похож на ген одной из молекул кадхеринов 
[36, 46].

Основные функции адаптивной иммунной си-
стемы, вероятно, возникли из более древней системы 
клеточной адгезии, которая отвечала за регуляцию 
движения клеток и пространственную тканевую ор-
ганизацию. На регулируемых контактных взаимодей-
ствиях между клетками основываются и функции 
лимфоцитов. Эта регуляция, в свою очередь, зависит 
от специфических механизмов связывания, ведущих 
свое начало от древней системы клеточной адгезии 
[17]. Определяющую роль в поддержании высокой 
дифференцированности органов и тканей, а следо-
вательно, целостности и гомеостаза организма, играют 
молекулы адгезии, способствующие эволюционному 
переходу одноклеточных организмов к многоклеточ-
ным и возникновению адаптивной иммунной систе-
мы позвоночных.

Значение концепции
Концепция о ключевой роли нарушения адгезии 

при развитии злокачественных новообразований 
имеет теоретическое и практическое значение. 
Во-первых, она не противоречит идее многофактор-
ности и многоступенчатости процесса опухолеобра-
зования. Практически все известные и существенные 
для канцерогенеза звенья, механизмы и факторы 
можно выстроить в единую систему молекулярных 
сигналов, изначально зависимых от адгезивных на-
рушений и поэтапно приводящих к поломкам адгезии 
нового уровня, запускающим новый виток контакт-
ных дизрегуляций.

Во-вторых, она снимает главные критические 
замечания в адрес теории иммунобиологического 
надзора Ф. Бернета, которая не объясняет несосто-
ятельность иммунореактивности против опухолей. 
Так, у бестимусных мышей (nude) частота возникно-
вения опухолей такая же, как и у обычных животных; 
в «забарьерных» органах (ЦНС, передняя камера гла-
за, семенники и др.) опухоли возникают не чаще, чем 
в других областях организма; во всех случаях имму-
нодефицита системы Т-лимфоцитов должны были бы 
возникать множественные поликлональные опухоли, 
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однако опухоли развиваются, как правило, в одной 
ткани, и они моноклональны; иногда малое число 
опухолевых клеток прививается у новых хозяев луч-
ше, чем большее их число; при некоторых состояни-
ях с продолжительной иммуносупрессией (лепра, 
саркоидоз, уремия) не наблюдается увеличения ча-
стоты развития опухолей и т. п. [37].

Наконец, с позиций выдвигаемой гипотезы мож-
но объяснить недостаточную эффективность клини-
ческой онкологии, которая использует, с одной сто-
роны, методы «уничтожения» самой опухоли, или 
циторедуктивные методы (хирургия, химиолучевая 
терапия), а с другой – иммуномодуляторы (интерфе-
роны, интерлейкины) и вакцины (дендритные, «пер-
сонифицированные», точечные и др.) для усиления 
иммунитета против опухоли. Даже при радикальном 
удалении опухолевого узла оставшаяся здоровая ткань 
продолжает быть дефектной по адгезионному фак-
тору и является источником возникновения опухоли 
в будущем. В случае нерадикальной операции при ми-
кроинвазиях и микрометастазах опухолевые клетки, 
лишенные «посадочных площадок» для эффекторов 
иммунитета, активно «цепляясь» за полноценные 
субстраты других органов и тканей, усиленно размно-
жаются с прогрессирующим подавлением апоптоза, 
иммунореактивности и усугублением лекарственной 
устойчивости. Вполне понятно, почему химиопрепа-
раты, цитокины и вакцины не могут в полной мере 
преодолеть эту цепь событий.

Несмотря на достижения в разработке способов 
лечения опухолевых заболеваний, его успешность, 
вероятно, лимитируется отсутствием эффективных 
средств, обладающих адгезиогенным действием. В ря-
де исследований получены обнадеживающие резуль-
таты: экспериментальная реверсия клеток рака пред-
стательной железы с помощью молекулы адгезии 
C-CAM [47]. Кроме того, при использовании адено-
вирусного вектора, обеспечивающего трансдукцию 
ICAM-2 в клетки метастатического рака желудка, 
усиливалась адгезия и активность натуральных кил-
леров в отношении опухолевых клеток, результатом 
чего явилось подавление метастазирования [48].

Вместе с тем усиление экспрессии молекул гете-
ротипической адгезии лейкоцитарных интегринов 
LFA-1 (CD11a / CD18) и Mac-1 (CD11b / CD18) на им-
мунных эффекторах периферической крови мышей 
со спонтанными гепатокарциномами (под влиянием 
комплексного фитоадаптогена, который обладает 
адгезиогенным действием) способствовало миграции 
эффекторов иммунитета в опухолевые узлы. В резуль-
тате выявлена инфильтрация и деструкция гепато-
карцином цитотоксическими Т-лимфоцитами, экс-
прессирующими корецепторы CD8, CD11a, CD11b 
[49]. При этом достигнуто снижение частоты возник-
новения, размеров опухолей, а также повышение 

выживаемости (на 30 %) и качества жизни живот-
ных [50].

Повышение экспрессии молекул адгезии CD54 
на поверхности эпителиоцитов слизистой оболочки 
полости рта у больных лейкоплакией (как предопу-
холевым заболеванием) при воздействии комплекс-
ного фитоадаптогена приводило к лизису патологи-
ческого очага в результате активизации иммунных 
эффекторов. При этом на лимфоцитах крови наблю-
далась усиленная экспрессия контррецептора CD54 
(ICAM-1) лейкоцитарного интегрина CD11b / CD18 
(Mac-1). Действительно, у пациентов с оральной лей-
коплакией нормализовались показатели иммунного 
статуса: увеличилось общее число Т-лимфоцитов 
(CD3), хелперов-индукторов (CD4), возросло хелпер-
но-супрессорное соотношение (CD4 / CD8), повыси-
лось число натуральных киллеров (CD16). Полученные 
данные сочетались с положительной динамикой по-
казателей интерферонового статуса. Так, повышение 
уровня интерферона γ  сопровождалось ростом числа 
натуральных киллеров, Т-хелперов-индукторов, сни-
жением Т-супрессоров, нормализацией моноцитар-
ного пула [51]. При этом клиническая картина вы-
ражалась в полном выздоровлении в 17 % случаев. 
У большинства больных (56 %) под влиянием лечения 
зафиксирована положительная динамика: умень-
шение размеров и плотности очага гиперкератоза, 
активация регенераторных процессов, полная эпи-
телизация эрозивной поверхности; отсутствие дина-
мики – у 27 %. В группе сравнения при лечении пре-
паратами витамина А клиническое выздоровление 
отмечено у 8 % больных, положительная динамика – 
у 27 % больных, отсутствие динамики – у 65 % [52, 53].

Усиление экспрессии лейкоцитарного интегрина 
CD11b при распространенном раке желудка при воз-
действии комплексного фитоадаптогена сочеталось 
со снижением уровня опухолевых маркеров, повы-
шенного уровня гормона стресса кортизола, норма-
лизацией иммунного, антиоксидантного статуса. 
Этим, вероятно, обусловлено и увеличение продол-
жительности жизни больных c данной патологией, 
которая возросла практически в 2,5 раза по сравне-
нию с контрольной группой [54, 55].

В данном случае следует подчеркнуть, что проти-
воопухолевые эффекты получены с помощью препа-
ратов, в состав которых входят фитоадаптогены, об-
ладающие адгезиогенным действием [56, 57].

Кроме того, оценка уровня экспрессии адгезион-
ных молекул может иметь диагностическое значение. 
Представляется перспективным определение β

1
-ин-

тегринового профиля для опухоли каждой локали-
зации. Варианты комбинаций экспрессии разных 
β

1
-интегринов (VLA), очевидно, позволят улучшить  

возможности прогноза и диагностики, в том числе для 
выявления источника метастазов при неопределенном 
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первичном очаге опухоли. Существенное значение 
для профилактики и лечения метастазов может иметь 
поиск препаратов и воздействий, подавляющих ад-
гезию к субстрату (например, с помощью антител или 
соответствующих лигандов к определенным молеку-
лам, путем нарушения экспрессии их рецепторов 
с использованием генных «нокаутов» или «антисмыс-
ловой» стратегии, а также с помощью неспецифиче-
ских факторов) [41, 58].

Иными словами, различные адгезионные моле-
кулы на поверхности опухолевых клеток, обеспечи-
вающие взаимодействие с экстрацеллюлярным ма-
триксом и способствующие метастазированию, 
являются факторами прогноза прогрессии опухолей 
и также могут быть важными мишенями для воздей-
ствия лекарственной терапии [59, 60]. Таким образом, 
выдвигаемая концепция создает перспективу для по-
иска новых способов диагностики, профилактики 
и лечения опухолей.

Рак – стремительное старение клеток
Вместе с тем нельзя забывать, что в онкологиче-

ской науке с ее несомненными успехами и понимани-
ем тонких молекулярных механизмов канцерогенеза 
были и разочарования, связанные с несостоятель-
ностью различных теорий, концепций и идей. В дан-

ном случае, вероятно, также не следует обольщаться, 
поскольку, согласно теоретическим основам обсуж-
даемой концепции, онкологическое заболевание 
можно расценивать как стремительное старение кле-
ток ткани или органа. Клетки опухоли – это клетки, 
которые из-за адгезионной дизрегуляции «изолиро-
вались от общества», потеряли свою дифферен-
цировку, утратив свою зрелость, «впали в детство», 
будучи не в состоянии осуществлять специфические 
«взрослые» функции. Поэтому онкологическое забо-
левание можно рассматривать как проявление старе-
ния отдельных клеток.

Заключение
Следовательно, проблему рака можно отнести 

к загадкам биологии развития и старения организма. 
Получается, что ее решение требует «бесконечных 
усилий». Однако в данном случае все же можно рас-
считывать на некоторый шанс, который может дать 
регуляция эндогенных механизмов, способствующая 
долголетию и торможению процессов старения. Ины-
ми словами, активизация антистрессорных, эндоген-
ных геропротекторных механизмов, в основе которой 
лежит коррекция адгезионных механизмов, может 
быть эффективна для предупреждения и сдерживания 
онкологического процесса.
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Взаимосвязь субпопуляций лимфоцитов больных 
раком молочной железы с результатами лечения
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К о н т а к т ы :  Татьяна Николаевна Заботина tatzabotina@yandex.ru

Введение.  Рак молочной железы  (РМЖ) относится к  гетерогенным заболеваниям. В последние  годы стало 
очевидным, что РМЖ является иммуногенной опухолью. В достаточном числе случаев обнаруживается выра-
женная инфильтрация опухолевой ткани иммунными клетками, присутствие которых может влиять на клиниче-
ское течение заболевания. Иммуногенность РМЖ варьирует в зависимости от молекулярного подтипа.
Цель исследования – изучение основных показателей системного и локального иммунитета у больных РМЖ 
до лечения и определение их взаимосвязи с непосредственными результатами неоадъювантной химиотерапии.
Материалы и методы. В исследование были включены пациентки со II–III стадиями РМЖ, которые получали 
стандартную неоадъювантную химиотерапию в соответствии с молекулярными подтипами РМЖ. Методом про-
точной цитофлуориметрии до лечения определяли процентное содержание основных эффекторных и регуля-
торных популяций лимфоцитов системного и локального иммунитета.
Результаты. Обнаруженное в опухолевой ткани снижение уровня эффекторных CD8- и CD4-популяций лимфо-
цитов и повышение уровня клеток супрессорных популяций по сравнению с периферической кровью указыва-
ет на иммуносупрессивное состояние локального иммунитета у больных РМЖ. В опухолевой ткани высокий 
уровень CD8+PD-1+- и CD4+PD-1+-клеток ассоциировался с высоким уровнем регуляторных CD4+CD25highCD127– / low- 
и CD8+CD11b–CD28–-лимфоцитов. Были выявлены различия в  значимости отдельных популяций лимфоцитов 
для непосредственных результатов лечения между больными с разными подтипами РМЖ.
Заключение. Определение субпопуляций лимфоцитов, коррелирующих с уровнем PD-1-клеток, а также с ре-
зультатами проведенного лечения у больных с разными молекулярными подтипами РМЖ поможет более четко-
му пониманию особенностей противоопухолевого иммунного ответа при данной патологии, а также послужит 
основой для установления иммунных биомаркеров, которые смогут использоваться в качестве дополнительных 
предиктивных факторов при различных вариантах лечения больных РМЖ.

Ключевые слова: рак молочной железы, неоадъювантная химиотерапия, системный и локальный иммунитет, 
CD8+PD-1+- и CD4+PD-1+-лимфоциты, степень лечебного патоморфоза опухоли
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Relationship of lymphocyte subpopulations in breast cancer patients with treatment results
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Introduction. Breast cancer (BC) is an immunogenic tumor. Immune cells infiltration of tumor tissue can affect 
the clinical course of the disease. The immunogenicity of breast cancer varies depending on the molecular subtype.
The aim of this work was to study the main indicators of systemic and local immunity before patient’s treatment 
and to determine their relationship with the immediate neoadjuvant chemotherapy results.
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Materials and methods.  Patients  with  stage  II–III  BC  received  standard  neoadjuvant  chemotherapy  in  accor-
dance with the molecular subtypes. The percentage of the main effector and regulatory lymphocytes populations 
of systemic and local immunity was determined by flow cytometry.
Results. A decrease in the level of effector CD8 and CD4 lymphocyte populations and an increase in the level sup-
pressor  populations  in  tumor  tissue  in  comparison  with  peripheral  blood  indicate  an  immunosuppressive  state 
of local immunity in BC patients. In tumor tissue, a high level of CD8+PD-1+ and CD4+PD-1+ cells were associated 
with a high level of regulatory CD4+CD25highCD127– / low and CD8+CD11b–CD28– lymphocytes. Differences were found 
in the significance of individual lymphocyte populations for the immediate results of treatment between patients 
with different subtypes of breast cancer.
Conclusion. Determination of lymphocyte subpopulations correlating with the level of PD-1 cells, and the results 
of treatment in patients with different molecular BC subtypes, will help a clearer understanding of the antitumor 
immune response in this pathology, and will also serve as a basis for identifying immune biomarkers that can be 
used as additional predictive factors in various treatment options for BC patients.

Key words: breast cancer, neoadjuvant chemotherapy, systemic and local immunity, CD8+PD-1+ and CD4+PD-1+ lym-
phocytes, tumor pathomorphosis
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Введение
Рак молочной железы (РМЖ) является наиболее 

частым злокачественным новообразованием у жен-
щин и на молекулярном уровне определяется как ге-
терогенное заболевание. В последние годы стало 
очевидным, что РМЖ – иммуногенная опухоль [1, 2], 
и иммуногенность варьирует в зависимости от моле-
кулярного подтипа опухоли [1, 3]. В последнее время 
в клинике при лечении многих типов рака, включая 
РМЖ [4, 5], широко используются моноклональные 
антитела, направленные против коингибиторных 
рецепторов Т-клеток и их лигандов, таких как PD-1 / 
 PD-L1 (ингибиторы контрольных точек иммунитета) 
[6, 7]. PD-1 – один из ключевых коингибиторных 
рецепторов, экспрессируемых на Т-клетках при их 
активации. Взаимодействие рецептора PD-1 с лиган-
дами (PD-L1 / PD-L2) в конечном итоге приводит 
к гибели активированных Т-клеток. Опухолевые 
клетки используют эти ингибиторные механизмы для 
ускользания от иммунологического надзора [7, 8]. 
Взаимодействие PD-1 / PD-L1 является важным, од-
нако не единственным фактором, который может 
определять клинический исход заболевания. Значи-
тельное влияние на клинический ответ, как на имму-
нотерапию, так и на другие методы лечения, включая 
химиотерапию, обеспечивает функционирование всех 
клеток иммунной системы, в первую очередь лимфо-
цитов системного и локального иммунитета, тесно 
взаимодействующих друг с другом. В то же время 
реализация PD-1 / PD-L1-пути может воздействовать 
на различные популяции иммунных клеток, в том 
числе на их уровень в периферической крови (ПК) 

и в составе лимфоцитов, инфильтрирующих опухоль 
(ЛИО) [9–11].

В связи с этим исследование значения основных 
популяций лимфоцитов системного и локального 
иммунитета для результатов лечения больных РМЖ, 
а также взаимосвязи CD8+PD-1+- и CD4+PD-1+-кле-
ток с другими популяциями лимфоцитов представ-
ляется актуальным и может внести вклад в пони-
мание функционирования иммунной системы при 
РМЖ.

Цель исследования – изучение основных показа-
телей системного и локального иммунитета больных 
РМЖ до лечения и определение их взаимо связи с не-
посредственными результатами неоадъювантной 
химиотерапии (степенью лечебного патоморфоза 
опухоли (ЛПО)).

Материалы и методы
В исследование были включены 65 пациенток 

со II–III стадиями РМЖ, со следующими подтипами 
опухоли: трижды негативный (ТН РМЖ) (n = 23) – 
РЭ–, РП–, HER2–; люминальный В HER2-негативный 
(ЛВ HER2–) РМЖ (n = 23) – РЭ+ и / или РП+, HER2–, 
Ki-67 ≥20 %; люминальный В HER2-позитивный (ЛВ 
HER2+) РМЖ (n = 11) – РЭ+ и / или РП+, HER2+; 
HER2-позитивный (HER2+) РМЖ (n = 8) – РЭ–, 
РП–, HER2+*. Медиана возраста пациенток составила 
47 лет (28–69 лет). Все пациентки получали неоадъю-
вантную химиотерапию с последовательным приме-
нением химиопрепаратов антрациклинового и такса-
нового ряда в стандартном режиме. При наличии 
гиперэкспрессии HER2 использовались стандартные 

*РЭ – рецепторы эстрогенов; РП – рецепторы прогестерона; HER2 (ErbB-2) – рецептор эпидермального фактора роста, тип 2.
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таксановые режимы с добавлением таргетных ан-
ти-HER2-препаратов (трастузумаб и пертузумаб). 
В операционном материале у всех пациенток опре-
деляли степень ЛПО. Оценка степени ЛПО прово-
дилась по схеме Г. А. Лавниковой [12].

Иммунологическое исследование. Кровь и образцы 
опухолевой ткани (Core-биопсия) для исследования 
брали непосредственно перед началом химиотерапии. 
Лимфоциты выделяли из ПК (лимфоциты перифе-
рической крови (ЛПК)) и полученной из опухолевой 
ткани клеточной суспензии (ЛИО) по параметрам 
светорассеяния и экспрессии CD45. Для исследования 
субпопуляционного состава ЛПК и ЛИО проводили 
2-, 3- и 4-цветное окрашивание клеток с использо-
ванием панели моноклональных антител к поверх-
ностным и внутриклеточным (Perforin) маркерам 
лимфоцитов. Методом проточной цитофлуориметрии 
на 5-параметровом проточном цитофлуориметре ана-
литического типа FACSCalibur производства компа-
нии Becton Dickinson (CШA) определяли процентное 
содержание следующих популяций лимфоцитов: Т-кле-
ток (CD3+CD19–, CD3+CD4+, CD3+CD8+), активиро-
ванных Т-клеток (CD4+CD25+, CD3+HLA-DR+), 
B-клеток (CD3–CD19+), активирован ных CD25-, HLA-
DR-, CD3–HLA-DR+-лимфоцитов, регуляторных (T

рег
) 

CD4+CD25highCD127– / low-Т-лим фоцитов (CD4 Т
рег

), 
CD3+CD16+CD56+-NKT- и CD3–CD16+CD56+-  
NK-клеток, CD8+Perforin+- и CD16+Perfo rin+-клеток, 
CD8+CD279+- и CD4+CD279+-лимфоцитов. С помощью 
дополнительного гейтирования CD45+CD8+-клеток 
в составе CD8-популяции определяли процентное со-
держание CD8+CD11b–CD28–-, CD8+CD11b+CD28–-, 
CD8+CD11b+CD28+- и CD8+CD11b–CD28+-лимфоци-
тов. Цитотоксический потенциал CD16- и CD8-лим-
фоцитов оценивался как процент Perforin-пози-
тивных клеток в составе соответствующей попу- 
ляции.

Статистический анализ данных проводили с по-
мощью программного пакета для статистического 
анализа Statistica 7. Характер распределения иммуно-
логических показателей устанавливали с использо-
ванием критерия Колмогорова–Смирнова (для n >50) 
и Шапиро–Уилка (для n <50). В связи с разным ха-
рактером распределения переменных в сравниваемых 
группах все данные представлены в виде медианы 
(Me) и 25-го и 75-го процентилей (квартилей). Опре-
деление различий между показателями 2 независимых 
групп проводилось с использованием двустороннего 
U-критерия Манна–Уитни (U) и критерия Вальда–
Вулфовица. Для выявления различий между несколь-
кими группами показателей использовали критерий 
Краскела–Уоллиса. Для оценки корреляционной 
взаимосвязи между переменными определяли коэф-
фициенты корреляции Спирмена (ρ) и Gamma (γ), 
рассчитывали 95 % доверительный интервал для ко-

эффициентов корреляции. Уровень значимости 
во всех исследованиях был принят равным 0,05.

Результаты и обсуждение
При сравнении уровней всех определявшихся 

в работе популяций ЛПК и ЛИО у пациенток с раз-
ными подтипами РМЖ выявлено только 1 различие 
в процентном содержании CD3–CD16+CD56+-NK-
клеток ПК между больными с ЛВ HER2– РМЖ и с HER2+ 
РМЖ: 14,5 (11,5–20,4) % и 8,9 (6,5–11,7) % соответ-
ственно, p = 0,043 (критерий Краскела–Уоллиса). 
В дальнейших исследованиях пациентки с ЛВ HER2+ 
РМЖ и HER2+ РМЖ были объединены в 1 группу. 
В некоторых случаях пациентки с разными подтипа-
ми РМЖ исследовались вместе.

Определение субпопуляционного состава ЛПК 
и ЛИО показало значительные различия между ними 
(табл. 1). С одной стороны, в составе ЛИО отмечался 
более высокий процент CD3-, CD3+CD8+-Т-клеток, 
CD8+CD11b+CD28+-Т-клеток памяти по сравнению 
с ПК и сходный с ПК уровень CD3+CD4+-Т-клеток, 
что может указывать на привлечение в опухолевую 
ткань основных популяций адаптивного иммунитета. 
Преобладание в составе ЛИО Т-клеток было проде-
монстрировано у больных и с другими злокачествен-
ными новообразованиями [13, 14]. С другой стороны, 
в составе ЛИО был повышен по сравнению с ПК 
уровень регуляторных (супрессорных) Т-лимфоци-
тов: CD4 Т

рег
 (CD4+CD25highCD127– / low) и CD8-Т

рег
 

(CD8+CD11b–CD28–). При этом в составе CD4-попу-
ляции ПК помимо CD4 Т

рег
 обнаруживались и акти-

вированные нерегуляторные CD4+CD25+-Т-клетки, 
а в опухолевой ткани все CD4+CD25+-Т-клетки яв-
лялись CD4 Т

рег
. Следует отметить, что значительным 

по сравнению с ПК было повышение уровня 
CD8-Т

рег
, которые оказались преобладающей попу-

ляцией в составе CD8 ЛИО (44,1 %), в отличие 
от CD8 ЛПК, где основной популяцией были цито-
токсические CD8+CD11b+CD28–-Т-клетки (46,6 %). 
Выраженное снижение уровня таких эффектор-
ных популяций лимфоцитов, как цитотоксические 
CD8+CD11b+CD28–-Т-клетки, в том числе CD8+Perfo- 
rin+-лимфоциты, а также активированные CD4+CD25+- 
Т-клетки, наряду с повышением уровня супрессорных 
популяций может указывать на иммуносупрессивное 
состояние локального иммунитета у больных РМЖ. 
Преобладание в составе ЛИО Т-клеток закономерно 
сочеталось также со сниженным по сравнению с ПК 
уровнем CD3 – CD16+CD56+- и CD16+Perforin+-NK-
клеток. Уровень CD8+PD-1+- и CD4+PD-1+-лим-
фо цитов также был намного выше в опухоли, чем 
в ПК, – почти в 8 и 2,7 раза соответственно. Полу-
ченные данные согласуются с утверждением, что 
в процессе взаимодействия растущей опухоли с им-
мунной системой формируется сложное, в основном 
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иммуносупрессивное, микроокружение, обеспечи-
вающее ее ускользание от иммунологического над-
зора [5]. Было также обнаружено, что различия 
в уровне клеток некоторых популяций ЛПК и ЛИО 
у пациенток в настоящем исследовании зависели 
от конкретного подтипа РМЖ. Так, процентное со-
держание CD4 Т

рег
 было статистически значимо выше 

в опухолевой ткани, чем в ПК, только у больных с ЛВ 
HER2– подтипом; CD3+HLA-DR+- и HLA- 
DR-лимфоцитов – у больных c ЛB HER2+ и HER2+ 
подтипами, а CD8+CD11b+CD28+ – только при ТН РМЖ 
(данные не представлены). Возможно, полученные 
результаты связаны с различиями в иммуногенности 
разных молекулярных подтипов РМЖ, что следует 

учитывать при исследовании иммунитета у больных 
с этой формой опухоли [1, 3].

Важную роль в опухолевом микроокружении 
играют популяции регуляторных (супрессорных) 
лимфоцитов. Показано, что регуляторные CD4+ 

CD25+FOXP3+-Т-клетки могут вносить свой вклад 
в ре зультаты анти-PD-1 / PD-L1-терапии, а ось PD-1 / 
 PD-L1 может влиять на дифференцировку и функ-
цию CD4 T

рег
. Однако сложная взаимосвязь между 

взаимодействием PD-1 / PD-L1 и CD4 T
рег

 изучена не 
полностью [15]. При исследовании взаимосвязи 
уровня CD8+PD-1+- и CD4+PD-1+-клеток с процент-
ным содержанием клеток других популяций ЛИО 
(табл. 2) было выявлено, что их высокий уровень 

Таблица 1. Субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови и лимфоцитов, инфильтрирующих опухоль, у больных раком 
молочной железы

Table 1. Subpopulation composition of peripheral blood lymphocytes and tumor infiltrating lymphocytes in breast cancer patients

Популяция лимфоцитов  
Lymphocyte population

Периферическая кровь, Me 
(квартили), % 

Peripheral blood, Me (quartiles), %

Опухоль, Me (квартили), % 
Tumor, Me (quartiles), %

p
(U) 

CD3+CD19– 78,9 (73,7–83,8) 86,3 (80,4–90,3) 0,000

CD3+CD4+ 42,2 (35,5–48,3) 44,1 (38,2–50,5) 0,531

CD3+CD8+ 28,5 (23,4–32,1) 40,8 (33,0–48,0) 0,000

CD3–CD8+ 5,5 (4,1–8,4) 2,1 (1,1–3,4) 0,015

CD3–CD19+ 4,9 (1,3–7,3) 3,7 (2,2–7,7) 0,762

CD3+HLA-DR+ 9,1 (6,6–13,4) 11,5 (6,2–25,5) 0,079

HLA-DR 14,3 (10,2–19,8) 21,1 (11,8–31,4) 0,011

CD3–HLA-DR+ 4,8 (2,5–8,3) 4,6 (2,5–8,5) 0,922

CD25 18,8 (14,4–25,5) 17,3 (12,0–21,4) 0,104

CD4+CD25+ 13,6 (10,2–17,0) 8,3 (6,8–11,6) 0,000

CD4+CD25highCD127– / low 6,5 (5,1–8,2) 10,6 (5,7–17,0) 0,000

CD3–CD16+CD56+ 13,2 (8,5–16,5) 5,1 (2,9–11,0) 0,000

CD3+CD16+CD56+ 11,7 (8,0–16,5) 8,5 (6,2–14,1) 0,078

CD8+CD11b+CD28– 46,6 (35,8–54,7) 18,4 (12,8–27,4) 0,000

CD8+CD11b+CD28+ 7,8 (6,0–12,1) 11,8 (7,1–15,0) 0,008

CD8+CD11b–CD28– 7,5 (4,5–11,3) 44,1 (31,7–52,6) 0,000

CD8+CD11b–CD28+ 33,2 (24,3–45,2) 24,8 (16,1–30,0) 0,000

CD16+Perforin+ 14,0 (9,5–18,4) 3,4 (1,4–4,6) 0,000

CD8+Perforin+ 16,4 (10,2–20,6) 3,4 (1,9–5,6) 0,000

CD4+ / CD8+ 1,2 (0,9–1,5) 1,0 (0,75–1,36) 0,000

CD8+CD279+(PD-1) 1,7 (0,9–4,2) 13,4 (6,5–23,2) 0,000

CD4+CD279+(PD-1) 4,5 (2,6–6,5) 12,2 (8,4–18,50) 0,000

Примечание. Здесь и в табл. 2, 4: U – U-критерий Манна–Уитни. 
Note. Here and in tables 2, 4: U – Mann–Whitney U-criterion.
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сочетался с высоким уровнем регуляторных лимфоци-
тов, причем не только CD4 Т

рег
: CD8+PD-1+ – с CD4 Т

рег
 

и CD8 Т
рег

, а CD4+PD-1+ – с CD8 Т
рег

. В свою оче- 
редь, повышенное процентное содержание CD4 Т

рег
 

(≥Me) ассоциировалось с более высоким уровнем 
CD8+CD279+ по сравнению с уровнем этих клеток 
при CD4 Т

рег
 <Me: 19,8 (11,8–27,5) % (n = 21) и 11,4  

(5,3–15,5) % (n = 21) соответственно; p = 0,015. В ПК 
процентное содержание клеток, экспрессирующих 
рецептор PD-1, не имело значения для уровня регуля-
торных популяций лимфоцитов. Полученные резуль-
таты указывают на наличие в опухолевом микроокру-
жении у больных РМЖ положительной ассоциации 
между уровнем CD8- и CD4-лимфоцитов, экспрес-
сирующих ингибиторный рецептор PD-1, и уровнем 
супрессорных клеток, участвующих в подавлении 
противоопухолевого иммунного ответа.

Определение значения исходного уровня ЛПК 
и ЛИО для непосредственных результатов лечения 
больных РМЖ у всей группы пациенток выявило 
ассоциацию повышенного процентного содержания 
NK-клеток, как в ПК (CD3–CD16+CD56+ и CD3–CD8+), 
так и в составе ЛИО (CD3–CD16+CD56+), с более 
низкой степенью ЛПО (табл. 3). У пациенток с I–III сте-
пенью ЛПО процент CD3–CD16+CD56+-NK-клеток 
и в ПК, и в опухоли был статистически значимо выше 
по сравнению с пациентками с высокой IV степенью 
ЛПО: в ПК – 14,6 (9,9–18,6)  % и 9,2 (8,2–13,4) % 
соответственно (p = 0,007, U), в опухоли – 9,2 (3,3–13,7) % 
и 4,4 (2,5–6,5)  % соответственно (p = 0,045, U).

Исследование взаимосвязи исходного уровня ЛПК 
и ЛИО с непосредственными результатами лечения 
позволило выявить различия в значимости отдель-
ных популяций лимфоцитов у больных с разными 

Таблица 2. Взаимосвязь процентного содержания CD8+PD-1+- и CD4+PD-1+-лимфоцитов, инфильтрирующих опухоль, с уровнем клеток 
других популяций

Table 2. Relationship between the percentage of CD8+PD-1+ and CD4+PD-1+ tumor infiltrating lymphocytes with the level of cells of other populations

Лимфоциты, инфильтрирующие 
опухоль (%) 

Tumor infiltrating lymphocytes (%) 

CD8+PD-1+, Me = 13,4

≥Me <Me 

p (U)
n Медиана (квартили) 

Median (quartiles)
n Медиана (квартили) 

Median (quartiles)

CD4+CD25highCD127low 22 12,5 (10,1–18,9) 21 6,7 (3,95–13,45) 0,014

CD8+CD11b–CD28– 22 50,2 (44,0–57,1) 21 38,8 (29,5–47,1) 0,009

CD4+CD279+ 25 18,0 (12,0–22,2) 25 10,3 (5,6–12,7) 0,000

CD4+PD-1+, Me = 12,2

≥Me <Me 

CD8+CD11b–CD28– 22 52,7 (38,8–58,3) 21 40,2 (29,5–49,4) 0,004

CD8+CD279+ 25 20,3 (11,7–26,4) 25 7,9 (4,9–16,3) 0,000

Примечание. n – число пациенток. 
Note. n – number of patients.

Таблица 3. Корреляционная взаимосвязь процентного содержания лимфоцитов периферической крови и лимфоцитов, инфильтрирующих 
опухоль, до лечения со степенью лечебного патоморфоза опухли у больных со всеми подтипами РМЖ

Table 3. Correlation between the percentage of tumor infiltrating lymphocytes and peripheral blood lymphocytes before treatment with the degree  
of tumor pathomorphosis in patients with all subtypes of breast cancer

Популяция лимфоцитов 
Lymphocyte population

ρ (95 % ДИ) 
ρ (95 % CI)

p

Периферическая кровь (n = 65) 
Peripheral blood (n = 65) 

CD3–CD16+CD56+ –0,325 (–0,531; –0,083) 0,008

CD3–CD8+ –0,290 (–0,502; –0,045) 0,019

Опухоль (n = 48) 
Tumor (n = 48) 

CD3–CD16+CD56+ –0,315 (–0,558; –0,023) 0,031

Примечание. Здесь и в табл. 4: ρ – коэффициент корреляции Спирмена; ДИ – доверительный интервал. 
Note. Here and in table 4: ρ – Spearman’s correlation coefficient; CI – confidence interval.
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Таблица 4. Взаимосвязь процентного содержания лимфоцитов периферической крови и лимфоцитов, инфильтрирующих опухоль, до лече-
ния со степенью лечебного патоморфоза опухоли (ЛПО) в зависимости от подтипа рака молочной железы (РМЖ)

Table 4. Relationship between the percentage of tumor infiltrating lymphocytes and peripheral blood lymphocytes before treatment with the degree  
of tumor pathomorphosis, depending on the subtype of breast cancer (BC)

Подтип РМЖ, популяция лимфоцитов  
Subtype of BC, lymphocyte populations

Содержание лимфоцитов, Ме 
(квартили), % 

Percentage of lymphocytes, Ме (quartiles), %
p (U) ρ (95 % ДИ) 

ρ (95 % CI)
p 

I–III cтепень ЛПО 
I–III tumor 

pathomorphosis  

IV степень ЛПО 
IV tumor 

pathomorphosis  

Лимфоциты периферической крови 
Peripheral blood lymphocytes 

ТН РМЖ 
TN BC

n = 7 n = 16 n = 23

CD3–CD16+CD56+ 15,2 (13,8–19,8) 8,5 (7,9–13,2) 0,022 –0,530 (–0,783; –0,125) 0,009

CD16+Perforin+ 20,1 (13,5–24,5) 10,9 (8,6–15,6) 0,039 –0,442 (–0,734; –0,011) 0,035

CD8+CD11b–CD28– 2,5 (1,6–7,7) 8,5 (5,4–11,8) 0,012 0,548 (0,151; 0,793) 0,007

HER2+ (ЛВ HER2+ и HER2+) РМЖ 
HER2+ (LB HER2+ & HER2+) ВС 

n = 9 n = 10 n = 19

CD8+CD11b–CD28+ 45,2 (38,0–49,3) 28,5 (24,5–33,2) 0,001 –0,601 (–0,839; –0,168) 0,006

CD8+CD11b+CD28– 34,9 (33,7–42,6) 52,2 (42,9–54,7) 0,006 0,512 (0,040; 0,797) 0,025

CD8+Perforin+ 10,1 (8,7–13,8) 19,2 (16,4–20,3) 0,001 0,619 (0,196; 0,848) 0,006

ЦТП CD8+ 
Cytotoxic potential CD8+  

40,8 (31,0–46,5) 55,8 (50,0–69,4) 0,011 0,535 (0,072; 0,808) 0,027

ЛВ HER2– РМЖ 
LB HER2– BC  

n = 18 n = 5 n = 23

ЦТП CD8+ 
Cytotoxic potential CD8+ 

45,7 (28,2–63,7) 66,7 (52,0–72,1) 0,166 0,494 (0,077; 0,764) 0,019

CD3–CD16+CD56+ 15,8 (13,9–22,9) 11,5 (10,2–13,1) 0,019 –0,262 (–0,624; 0,193) 0,228

Лимфоциты, инфильтрирующие опухоль 
Tumor infiltrating lymphocytes 

ТН РМЖ 
TN BC

n = 12 n = 5 n = 17

CD3–CD16+CD56+ 13,4 (12,6–18,4) 4,45 (3,0–6,0) 0,005, 
W–W –0,684 (–0,886; –0,264) 0,035, 

GC

HER2+ (ЛВ HER2+ и HER2+) РМЖ 
HER2+ (LB HER2+ & HER2+) BC

n = 16, p >0,05 p >0,05 

ЛВ HER2– РМЖ 
LB HER2– BC  

– 

HLA-DR (n = 11) – – – 0,673 (0,028; 0,922) 0,023

CD4+CD25highCD127–/low (n = 16) – – – 0,597 (0,084; 0,860) 0,014

Примечание. ТН РМЖ – трижды негативный подтип РМЖ; ЛВ HER2+ – люминальный В HER2-позитивный подтип 
РМЖ; ЛВ HER2– – люминальный В HER2-негативный подтип РМЖ; HER2+ – HER2-позитивный подтип РМЖ; 
ЦТП – цитотоксический потенциал; n – число пациенток; W–W – критерий Вальда–Вулфовица; GC – коэффициент 
корреляции гамма; p – уровень статистической значимости. 
Note. TN BC – triple negative BC; LB HER2+ – luminal B HER2-positive BC; LB HER2– – luminal B HER2-negative BC; HER2+ – HER2-positive BC; 
n – number of patients; W–W – Wald–Wolfowitz criterion; GC – Gamma correllation; p – level of statistical significance.
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подтипами РМЖ (табл. 4). Оказалось, что повышен-
ный уровень CD3–CD16+CD56+-NK-клеток и в ПК, 
и в опухоли имел отрицательное значение для степени 
ЛПО, главным образом при ТН РМЖ. Ранее мы об-
наружили взаимосвязь исходно повышенного про-
центного содержания NK-клеток со снижением без-
рецидивной и общей выживаемости пациенток с ТН 
РМЖ [16, 17]. В данном исследовании повышенный 
уровень натуральных киллеров у больных c низкой 
степенью ЛПО был отмечен и у больных с ЛВ HER2– 
РМЖ, однако корреляция между этими показателя-
ми была статистически незначимой (см. табл. 4), 
в связи с чем роль этих клеток при данном подтипе 
РМЖ требует дальнейшего изучения. Показано, 
что NK-клетки являются гетерогенной популяцией 
и могут дифференцироваться не только в цитотокси-
ческие, но и в регуляторные популяции, а повторное 
взаимодействие их с опухолевыми клетками в конеч-
ном итоге может приводить к дисфункции NK-клеток 
и потере ими эффекторных реакций [18]. Было про-
демонстрировано положительное прогностическое 
значение CD8-лимфоцитов при разных подтипах 
РМЖ [19, 20]. В данном исследовании только у боль-
ных с HER2-позитивными подтипами РМЖ (ЛВ 
HER2+ и HER2+) повышение процентного содержания 
в ПК эффекторных лимфоцитов CD8+CD11b+CD28–, 
CD8+Perforin+ и их цитотоксического потенциала 
оказалось благоприятным фактором для непосред-
ственных результатов лечения. Ассоциация повы-
шенного уровня наивных CD8+CD11b–CD28+-Т-
клеток с низкой степенью ЛПО, возможно, связана 
с нарушением их дальнейшей дифференцировки 
в клетки-эффекторы у данной группы больных. При 
ЛВ HER2– подтипе РМЖ высокая степень ЛПО ас-
социировалась с высоким уровнем клеток двух популя-
ций ЛИО – активированных HLA-DR-лимфоцитов 
и CD4 Т

рег
, указывая в данном случае на их благопри-

ятное значение для непосредственных результатов 
лечения. В предыдущих исследованиях мы обнару-

жили отрицательную ассоциацию исходного уровня 
HLA-DR-лимфоцитов с выживаемостью пациенток 
с ТН РМЖ. Как указывалось ранее, только у больных 
с ЛВ HER2– подтипом РМЖ было обнаружено по-
вышение в опухолевой ткани процентного содержа-
ния CD4 Т

рег
 по сравнению с ПК. Прогностическая 

значимость CD4 Т
рег

 при различных вариантах злока-
чественных новообразований, включая РМЖ, опи-
сывается как отрицательная, положительная или 
отсутствующая [21, 22]. Вероятно, эта особенность 
может касаться и другой супрессорной популяции 
Т-клеток, такой как CD8+CD11b–CD28–. В данном 
исследовании исходный уровень клеток этой попу-
ляции положительно ассоциировался со степенью 
ЛПО только у больных с ТН РМЖ. Различий в уров-
не CD8+CD279+- и CD4+CD279+-лимфоцитов в ПК 
и в опухоли между больными с разной степенью ЛПО 
ни в целом по группе, ни при разных подтипах РМЖ 
не наблюдалось.

Заключение
В процессе развития РМЖ в опухоли формиру ется 

иммуносупрессивное микроокружение, на что указы-
вает повышение в составе ЛИО супрессорных и сни-
жение эффекторных популяций лимфоцитов. Иден-
тификация популяций лимфоцитов, коррелирующих 
с уровнем PD-1+-клеток, послужит основой для опре-
деления дополнительных биомаркеров, которые смо-
гут использоваться для отбора пациентов, чувствитель-
ных к иммунотерапии ингибиторами контрольных 
точек иммунитета. Результаты определения взаимо-
связи исходного уровня ЛПК и ЛИО с непосредствен-
ными результатами лечения показали, что раздельное 
исследование циркулирующих и инфильтрирующих 
опухоль эффекторных и супрессорных лимфоидных 
популяций у больных с разными молекулярными под-
типами РМЖ поможет более четкому пониманию 
особенностей противоопухолевого иммунного ответа 
у больных с данной патологией.
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Использование метода SeDeM-ODT для разработки 
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Введение. Метод SeDeM-ODT – относительно новый метод, основанный на экспертных оценках и круговых 
диаграммах, на которых отражены 15 основных параметров пригодности лекарственной формы для прямого 
прессования и диспергируемости в ротовой полости.
Цель представленного в данной статье исследования заключается в изучении фармацевтической субстанции 
ГК-2 (гексаметиленамида бис-(N-моносукцинил-L-глутамил-L-лизина)) методом SeDeM, определении направ-
ления  коррекции  технологических  свойств  с  помощью  вспомогательных  веществ  и  разработке  с  помощью 
представленных методов состава таблеток ГК-2, диспергируемых в полости рта.
Материалы и методы. Получение таблеток – ручной гидравлический пресс ПРГ-50; методика определения 
сыпучести (ОФС.1.4.2.0016.15, Государственная фармакопея РФ (ГФ), XIV издание, том II) – анализатор насып-
ной плотности (ERwEKA SVM 221), тестер определения сыпучести GTB (ERwEKA, Германия); прочность таблеток 
на раздавливание (ОФС.1.4.1.0011.15, ГФ, XIV издание, том II) – анализатор прочности TBF 1000 Copley Scientific® 
(Великобритания); методика определения распадаемости (ОФС.1.4.2.0013.15, ГФ, XIV издание, том II) – тестер 
распадаемости PTZ-S (Pharma Test, Германия); потеря в массе при высушивании (ОФС.1.2.1.0010.15, ГФ, XIV из-
дание, том I) – анализатор влажности Sartorius MA-35 (Sartorius AG, Германия); гигроскопичность; определение 
фракционного состава – вибрационное сито с размерами пор 850, 600, 425, 300 и 250 мкм, используется для 
определения гранулометрического состава; истираемость таблеток (ОФС.1.4.2.0004.15, ГФ, XIV издание, том II) – 
тестер истираемости таблеток PTF 30 ERA (Pharma Test, Германия); оптическая микроскопия (ОФС.1.2.1.0009.15, 
ГФ, XIV издание, том I) – микроскоп Nicon Eclipse E 200; цифровая камера Nicon Ds-Ri2. Данные обработаны 
с помощью методов SeDeM и SeDeM-ODT.
Результаты.  Разработаны  модельные  составы,  содержащие  различные  типы  копроцессных  наполнителей 
и скользящее вспомогательное вещество, которые изучались с помощью основных фармацевтико-технологи-
ческих методов исследования и оптической микроскопии. На основании полученных данных были построены 
диаграммы SeDeM-ODT, в которых параметры переводились в «радиусы», отражающие степень приемлемости 
по каждой технологической характеристике. Кроме того, по круговым диаграммам рассчитывались следующие 
показатели (факторы): объемный параметр, параметр сыпучести, коэффициенты сжимаемости, устойчивости, 
дозирования, диспергируемости, а также индекс хорошего прессования, параметрический индекс и параметри-
ческий индекс профиля.
Выводы. По результатам исследования отобран наиболее оптимальный состав, приемлемый по всем рассма-
триваемым факторам и имеющий наиболее высокое значение параметрического индекса.

Ключевые слова: таблетки ГК-2, диспергируемые в полости рта, SeDeM-ODT, круговые диаграммы, оптическая 
микроскопия, гомогенность
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Introduction. The SeDeM-ODT method is a relatively new method based on expert judgment and pie charts, which 
reflect 15 main parameters of the suitability of a dosage form for direct compression and dispersibility in the oral 
cavity.
The purpose of the research presented in this article is to study the pharmaceutical substance (API) GK-2 (bis- 
(N-monosuccinyl-L-glutamyl-L-lysine)hexamethyleneamide) using the SeDeM-method, to determine the direction  
for the correction of technological properties using excipients and to develop using the presented methods of the com-
position of tablets GK-2, dispersible in the oral cavity.
Materials and methods. Preparation of tablets – manual hydraulic press PRG-50; method for determining flow-
ability (GPM.1.4.2.0016.15, GP XIV, volume 2) – bulk density analyzer (ERwEKA SVM 221), GTB flowability tester 
(ERwEKA, Germany); crushing strength of tablets (GPM.1.4.1.0011.15, GP XIV, volume 2) – strength analyzer TBF 
1000 CopleyScientific® (Great Britain); method for determining disintegration (GPM.1.4.2.0013.15, GP XIV edition, 
volume 2) – PTZ-S disintegration tester (Pharma Test, Germany); weight loss on drying (GPM.1.2.1.0010.15, GP XIV edi-
tion, volume 1) – moisture analyzer Sartorius MA-35 (Sartorius AG, Germany); determination of fractional composi-
tion – a vibrating sieve with pore sizes: 850, 600, 425, 300 and 250 microns, is used to determine the particle size 
distribution; tablet abrasion tester (GPM.1.4.2.0004.15, GP XIV edition, volume 2) – tablet abrasion tester PTF 30 
ERA (Pharma Test, Germany); Optical microscopy (GPM.1.2.1.0009.15, GP XIV edition, volume I) – micro scope Nicon, 
Eclipse E 200; digital camera Nicon Ds-Ri2. The data were processed using the SeDeM and SeDeM-ODT methods.
Results. Model formulations have been developed containing various types of co-process fillers and a sliding ex-
cipient, which have been studied using the main pharmaceutical-technological methods and optical microscopy. 
Based on the data obtained, SeDeM-ODT diagrams were constructed, in which the parameters were converted into 
“radii”, reflecting the degree of acceptability for each technological characteristic. In addition, the following fac-
tors were calculated from the pie charts: volumetric parameter, compressibility coefficient, flowability parameter, 
stability coefficient, dosage coefficient, dispersibility coefficient, as well as the index of good pressing, the para-
metric index and the parametric index of the profile.
Conclusion.  As  a  result  of  the  data  obtained,  the  most  optimal  composition  was  selected  that  was  acceptable  
for all the factors under consideration and had the highest values of the parametric index.

Key words: oral dispersible GK-2 tablets, SeDeM-ODT, pie charts, optical microscopy, homogeneity
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Введение
Таблетки, диспергируемые в полости рта, явля-

ются перспективной лекарственной формой (ЛФ), 
подходящей для широкого круга пациентов, в част-
ности страдающих дисфагией или затруднениями 
глотания [1–3]. Особенно актуальна данная пробле-
ма для пожилых пациентов, которым необходима 
постоянная пожизненная терапия, например нейро-
протекторами. В число таких лекарственных средств 
потенциально могут попасть таблетки, дисперги-
руемые в полости рта, разрабатываемые в ФГБНУ 
«НИИ фармакологии им. В. В. Закусова» на основе 
оригинальной фармацевтической субстанции (ФС) – 
гексаметиленамида бис-(N-моносукцинил-L-глута-
мил- L-лизина) (ГК-2). Данная ФС обладает нейропро-
текторной, противопаркинсонической активностью 
и проявила положительный фармакологический 
эффект в доклинических испытаниях на моделях бо-
лезни Альцгеймера и Паркинсона [4, 5]. Указанная 
ФС сконструирована и синтезирована под руковод-
ством Т. А. Гудашевой в отделе химии лекарственных 
средств и имеет шифр ГК-2 [6].

Таблетки, диспергируемые в полости рта (ораль-
но диспергируемые таблетки), могут быть получены 
различными методами на основе запатентованных 

технологий – с использованием лиофилизации, ад-
дитивных технологий, микро-, наночастиц и т. д. Од-
нако наиболее рациональным и технологически 
 доступным способом получения и производства та-
блеток, диспергируемых в полости рта, является пря-
мое прессование таблеточных смесей [7].

В настоящее время для подбора и оптимизации 
состава таблеток для изготовления способом прямо-
го прессования довольно часто используют метод 
экспертных оценок SeDeM. Это оригинальный, вос-
производимый метод, применяемый в предваритель-
ных исследованиях таблеток и предоставляющий 
информацию о пригодности лекарственного средства 
и вспомогательных веществ (ВВ) для применения 
технологии прямого прессования [8, 9]. Метод SeDeM 
позволяет определять свойства порошкового мате-
риала, требующие корректировки, и облегчает раз-
работку готовой ЛФ с помощью технологии прямого 
прессования. К сожалению, данный метод имеет ряд 
недостатков. Например, в нем совершенно не отра-
жен такой параметр как распадаемость, который яв-
ляется наиболее критичным для таблеток, диспер-
гируемых в по лости рта. По этим причинам для 
разработки орально диспергируемых таблеток была 
создана модификация метода – SeDeM-ODT, 
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в которой, в отличие от стандартного метода, рассмо-
трены такие параметры, как время распадаемости 
«с диском», «без диска» и испытание распадаемости, 
описанное для шипучих таблеток [10–12].

Данный метод более полноценно описывает ВВ, 
ФС и их смеси по большинству фармацевтико-тех-
нологических свойств и в наибольшей степени под-
ходит для изучения таблеток, диспергируемых в по-
лости рта, полученных методом прямого прессования.

Цель настоящего исследования заключается в раз-
работке состава таблеток ГК-2, диспергируемых в по-
лости рта, получаемых способом прямого прессова-
ния, с использованием метода экспертной оценки 
SeDeM-ODT и применением различных типов ко-
процессных наполнителей. Кроме того, важной со-
ставляющей исследования является проведение оцен-
ки фармацевтико-технологических свойств составов, 
в том числе методом оптической микроскопии.

Материалы и методы
Используемые материалы. Субстанция – ГК-2 

(гексаметиленамид бис-(N-моносукцинил-L-глу-
тамил-L-лизин)) (ФГБНУ «НИИ фармакологии 
им. В. В. Закусова», Россия); ВВ – матрицеобразующие 
наполнители F-Melt® (Fuji Chemical Industries Co., 
Япония), Prosolv® ODT G2 (JRS Pharma, Германия), 
Ludiflash® (BASF, Германия), Pearlitol® Flash (Roquette, 
Франция); смазывающее вещество – магния стеарат 
(Nitika Pharmaceutical Specialities, Индия).

Используемое оборудование и методики. Получе-
ние таблеток – ручной гидравлический пресс ПРГ-50; 
методика определения сыпучести (ОФС.1.4.2.0016.15, 
Государственная фармакопея РФ (ГФ), XIV издание, 
том II) – анализатор насыпной плотности (ERWEKA 
SVM 221), тестер определения сыпучести GTB 
(ERWEKA, Германия); прочность таблеток на раз-
давливание (ОФС.1.4.1.0011.15, ГФ, XIV издание, том 
II) – анализатор прочности TBF 1000 Copley Scien-
tific® (Великобритания); методика определения рас-
падаемости (ОФС.1.4.2.0013.15, ГФ XIV, том 2) – те-
стер распадаемости PTZ-S (Pharma Test, Германия); 
потеря в массе при высушивании (ОФС.1.2.1.0010.15, 
ГФ, XIV издание, том I) – анализатор влажности 
Sartorius MA-35 (Sartorius AG, Германия); гигроско-
пичность; определение фракционного состава – ви-
брационное сито с размерами пор 850, 600, 425, 300 
и 250 мкм (используется для определения грану-
лометрического состава); истираемость таблеток 
(ОФС.1.4.2.0004.15, ГФ, XIV издание, том II) – тестер 
истираемости таблеток PTF 30 ERA (Pharma Test, Гер-
мания); оптическая микроскопия (ОФС.1.2.1.0009.15, 
ГФ, XIV издание, том I) – микроскоп Nicon Eclipse 
E 200; цифровая камера Nicon Ds-Ri2).

Для обработки полученных данных фармацевти-
ко-технологических испытаний использовали методы 

SeDeM и SeDeM-ODT. В табл. 1 представлены основ-
ные параметры, применяемые в данных методах.

Параметры, характеризующие порошковый ма-
териал: насыпная плотность без уплотнения (Da), 
насыпная плотность с уплотнением (Dc), внутренняя 
пористость (Ie), индекс Карра (Carr’s Index, IC), прес-
суемость (Icd), число Хауснера (Hausner ratio, IH), 
угол естественного откоса (α), сыпучесть (t՛՛), потеря 
в массе при высушивании (%LoD), гигроскопичность 
(%H), размер частиц (%Pf), гомогенность (Iθ). Экс-
пертная система SeDeM-ODT основана на 15 пара-
метрах [11], которые дополнительно включают свой-
ства, определяющие коэффициент диспегируемости: 
время распадаемости «с диском», «без диска» и ис-
пытание, предусмотренное для шипучих таблеток.

Ниже приведены основные формулы для расчетов 
и некоторые процедуры определения основных па-
раметров.

Для интерпретации свойств сыпучести и прессу-
емости использовали индексы Карра и Хауснера, 
которые рассчитывают по формулам 1 и 2 соответ-
ственно:

                              IC = (1 – 
Da

Dc 
) × 100 (1),

                                          IН = Dс

Dа 
 (2),

где Da – насыпная плотность порошка до уплотне-
ния, Dc – насыпная плотность порошка после уплот-
нения.

Межчастичная пористость. Значения насыпной 
плотности до и после уплотнения используются 
для расчета межчастичной пористости с помощью 
следующего уравнения [12]:

                                    Ie = 
Dc – Da

Dc × Da
  (3),

где Ie – пористость между частицами, Dc – насып-
ная плотность (г / мл), Da – объемная плотность 
(г / мл).

Угол естественного откоса определяют после ис-
течения порошка из воронки [11], установленной 
на определенной высоте, и рассчитывают с исполь-
зованием уравнения:

                                  α = tan–1( H

r 
) (4),

где α – угол естественного откоса порошка (градусы), 
H – высота конуса, образованного порошком (см), 
а r – радиус основания конуса, образованного по-
рошком (см).

Индекс гомогенности (однородности) определяет-
ся согласно Европейской фармакопее [13] и рассчи-
тывается по приведенным ниже уравнениям.
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                               Iθ = 
Fm

100 + ΔFmn  (5),

где Iθ – показатель относительной однородности, 
а Fm – процентное содержание частиц в основном 
диапазоне, ΔFmn – разность процентного содержа-
ния частиц с различным размером. К данным, по-
лученным в результате гранулометрического анали-
за, применяется уравнение (6):

Iθ = 
Fm

(100 + (d
m
 – d

m – 1
)F

m – 1
 + (d

m + 1
 – d

m
)F

m + 1
 +

+ (d
m
 – d

m – dm – 2
)F

m – 2
 + (d

m + 2
 – d

m
)F

m + 2
 +

+ (d
m
 – d

m – dm – n
)F

m – n
 + (d

m + n
 – d

m
)F

m + n
)

(6),

где Iθ – показатель относительной однородности 
частиц по размеру в диапазоне исследуемых фракций; 
Fm – процентное содержание частиц в основном 
диапазоне; F

m – 1
 – процентное содержание частиц 

Таблица 1. Различные параметры и соответствующие им факторы для расчета радиуса, используемые в методах SeDeM и SeDeM-ODT [9–12]

Table 1. Various parameters and their corresponding factors for calculating the radius used in the SeDeM and SeDeM-ODT methods [9–12]

Параметр (обозначение) 
Parameter (designation) 

Единица 
измерения 

Units

Уравнение 
Equations

Предельное 
значение (V) 
Limit value (V) 

Радиус 
Radius

Отношение 
фактора к V 

Factor to V ratio

Насыпная плотность без уплотнения (Da) 
Bulk density (Da) 

г / мл 
g / ml

Da = P / Va* 0–1 0–10 10V

Насыпная плотность с уплотнением (Dc) 
Tapped density (Dc) 

г / мл 
g / ml

Dc = P / Vc** 0–1 0–10 10V

Внутренняя пористость (Ie) 
Inter-particle porosity (Ie) 

 – Ie = (Dc – Da) / 
Dc × Da 0–1,2 0–10 10V / 1,2

Индекс Карра (IC) 
Carr’s index (IC) 

 % IC = (Dc – Da) / Dc 0–50 0–10 10 – (V / 5) 

Прессуемость (Icd) 
Cohesion index (Icd) 

Н 
N

Экспериментально 
Experimentally

0–200 0–10 V / 20

Число Хауснера (IH) 
Hausner ratio (IH) 

 – IH = Dc / Da 3–1 0–10 10 – (10V / 3) 

Угол естественного откоса (α) 
Angle of repose (α) 

° Α = tan–1 h / r 0–50 0–10 10 – (V / 5) 

Сыпучесть (t՛՛) 
Flowability (t՛՛) 

с 
s

Экспериментально 
Experimentally

0–20 0–10 10 – (V / 5) 

Влажность (%LoD) 
Loss on drying (%LoD) 

 % Экспериментально 
Experimentally

0–10 0–10 10 – V

Гигроскопичность (%H) 
Hygroscopicity (%H) 

 % Экспериментально 
Experimentally

0–20 0–10 10 – (V / 2) 

Размер частиц (%Pf) 
Particles size (%Pf) 

 % Экспериментально 
Experimentally

0–50 0–10 10 – (V / 5) 

Гомогенность (Iθ) 
Homogeneity index (Iθ) 

 – Уравнение (6)*** 
The equation (6)***

0,02 0–10 500V

Распадаемость (с диском) (DDT) 
Disintegration time with disk (DDT) 

Мин 
Min

Экспериментально 
Experimentally

0–3 0–10 (3 – V) × 3,333

Распадаемость (без диска) (DT) 
Disintegration time without disk (DT) 

Мин 
Min

Экспериментально 
Experimentally

0–3 0–10 (3 – V) × 3,333

Испытание для шипучих таблеток (ET) 
Effervescence test (ET) 

Мин 
Min

Экспериментально 
Experimentally

0–5 0–10 (5 – V) × 2

*P – масса исследуемого порошка, Va –объем свободно насыпанного порошка; **P – масса исследуемого порошка, 
Vc – объем уплотненного порошка; ***Уравнение (6) см. в тексте. 
*P is the mass of the test powder, Va is the volume of the freely poured powder; ** P is the mass of the test powder, Vc is the volume of the compacted 
powder; ***See equation (6) in the text.
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в диапазоне, размер частиц которого непосредственно 
меньше размера частиц основного диапазона; F

m + 1
 – 

процентное содержание частиц в диапазоне, размер 
частиц которого непосредственно больше размера 
частиц основного диапазона; n – порядковый номер 
частиц, изучаемых в серии, по отношению к основ-
ному размеру частиц; d

m
 – диаметр частиц основной 

фракции; d
m – 1

 – средний диаметр частиц во фракции 
диапазона непосредственно меньшего размера отно-
сительно основного; d

m + 1
 – средний диаметр частиц 

во фракции диапазона, непосредственно большего 
относительно основного.

После изучения и расчета основных параметров 
для общей оценки пригодности порошкового мате-
риала для прямого прессования необходимо рассчи-
тать математические индексы для образцов, основан-
ных на SeDeM-диаграмме:

1) параметрический индекс (IP) = число парамет-
ров с радиусом ≥5 / общее число параметров (до-
пустимый предел IP ≥0,5);

2) параметрический индекс профиля (IPP) = сред-
ний радиус всех параметров (допустимый предел 
IPP ≥5);

3) индекс хорошего прессования и диспергируемо-
сти (IGC) = IPP × f, где f является фактором (ко-
эффициентом) надежности и f = площадь много-
угольника / площадь окружности. Включение 
большего количества параметров в исследование 
повысит коэффициент надежности (данная ха-
рактеристика – сравнительная, и допустимые 
пределы отсутствуют). Его значения следующие:

 – для бесконечного количества параметров –  f = 1 
(максимальное значение);

 – для 15 параметров – f = 0,971;
 – для 12 параметров – f = 0,952;
 – для 8 параметров – f = 0,900.
Полученные в результате расчетов значения ра-

диуса по каждому параметру откладывают на круго-
вой диаграмме (рис. 1): минимальное значение – 0, 
максимальное – 10.

Принцип интерпретации результатов в диаграм-
мах SeDeM прост – все показатели больше или рав-
ные 5 единицам радиуса считаются удовлетворитель-
ными, менее 5 – неудовлетворительными. Идеальное 
для прямого прессования вещество будет иметь диа-
грамму в виде круга. Соответственно, чем больше 
площадь диаграммы, тем больше модельный состав 
подходит для прямого прессования и получения го-
товой ЛФ [9, 10].

Рис. 1. Принцип построения круговых диаграмм SeDeM

Fig. 1. The principle of constructing pie charts SeDeM
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Таблица 2. Результаты испытания фармацевтической субстан-
ции, значения радиуса диаграммы SeDeM и индексов

Table 2. Results of testing of pharmaceutical substance, values of the radius 
of the SeDeM diagram and indices

Параметр 
Option

Обозна-
чение 

Designation

Значе-
ние (V) 

Value 
(V) 

Радиус 
(r) 

Radius 
(r) 

Объемная плотность, г / мл 
Bulk density, g / ml

Da 0,429 4,290

Насыпная плотность, г / мл 
Tapped density, g / ml

Dc 0,878 4,290

Пористость 
Porosity

Ie 1,192 9,934

Индекс Карра, % 
Carr’s index, %

IC 51,139 10,228

Прессуемость, Н 
Compressibility, N

Icd 65 3,250

Число Хауснера 
Hausner number

IH 2,047 3,178

Угол естественного откоса, ° 
Angle of repose, °

α 49 0,200

Сыпучесть, с 
Looseness, s

t՛՛ 20,00 0,000

Влажность, % 
Residual moisture, %

%LoD 1,9 8,100

Гигроскопичность,  % 
Hygroscopicity, %

%H 3,5 8,250

Размер частиц, % 
Particle size, %

%Pf 7,41 8,519

Гомогенность 
Homogeneity

Iθ 0,009 4,318

IPP 5,380

IGC 5,121

IP 0,417

Примечание. Здесь, на рис. 2, 8 и в табл. 6: IPP – параме-
трический индекс профиля; IGC – индекс хорошего 
прессования; IP – параметрический индекс. 
Note. Here, on figure 2, 8 and in table 6: IPP – Parametric Profile 
Index; IGC – Good Compaction Index; IP – Parametric Index.
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Результаты и обсуждение
Для разработки состава таблеток ГК-2, диспер-

гируемых в полости рта, на 1-м этапе исследований 
оценивали пригодность ФС для прямого прессования 
с помощью диаграммы SeDeM и определяли свой-
ства, требующие коррекции. Изучение ФС ГК-2 про-
водили с применением методик, описанных в разде-
ле «Материалы и методы», с помощью диаграммы 
SeDeM. Результаты испытаний и рассчитанные ра-
диусы представлены в табл. 2.

В результате изучения технологических свойств 
ФС ГК-2 на диаграмме (рис. 2) наглядно продемон-
стрирована необходимость улучшения характеристик 
по объемным параметрам и параметрам сыпучести, 

среди остальных технологических характеристик сле-
дует выделить неудовлетворительные значения прес-
суемости и гомогенности. Поэтому, несмотря на общие 
относительно высокие значения параметрического 
индекса профиля и индекса хорошего прессования, 
требуется добавление ВВ, улучшающих указанные 
фармацевтико-технологические характеристики и по-
зволяющих получить таблетки ГК-2, диспергируемые 
в полости рта, соответствующие необходимым тре-
бованиям ГФ XIV издания.

Для получения модельных составов таблеточ-
ных смесей использовали копроцессные наполни-
тели [14] для прямого прессования, смазывающие 
ВВ, указанные в разделе «Материалы и методы». 
Копроцессные ВВ представляют собой предвари-
тельно смешанные, подготовленные путем техно-
логической обработки материалы, предназначен-
ные для создания быстро диспергируемых таблеток, 
получаемых методом прямого прессования. Мо-
дельные составы и соотношения ВВ представлены 
в табл. 3, для выбора наилучшей модельной смеси 
рассматривали основные наполнители для фарма-
цевтического применения.

После получения таблеточных смесей проводили 
оценку по показателям: сыпучесть (с), насыпная 
плотность (г / мл) до и после уплотнения, прессу-
емость, размер и распределение частиц, потеря в мас-
се при высушивании, распадаемость «с диском», «без 
диска» и в стакане в соответствии с испытаниями, 
предусмотренными для шипучих таблеток в ГФ XIV 
издания, рассчитывали коэффициент прессуемости 
или число Хаусснера, коэффициент Карра, пори-
стость. Данные показатели представлены в табл. 4 
и позволяют сделать вывод о схожести результатов 

Рис. 2. Круговая диаграмма для фармацевтико-технологических 
свойств фармацевтической субстанции ГК-2

Fig. 2. Pie chart for pharmaceutical and technological properties of phar-
maceutical substance GK-2

Таблица 3. Состав модельных смесей и таблеток ГК-2, диспергируемых в полости рта, полученных методом прямого прессования

Table 3. Composition of model mixtures and tablets GK-2, dispersible in the oral cavity, obtained by direct compression

Серия 
Series

Содержание, мг 
Content, mg

ГК-2 
GK-2

F-melt М® Ludiflash® Prosolv ODT G2® Pearlitol Flash® Mагния стеарат 
Magnesium stearate

1 5,0 94,5  –  –  – 0,5

2 5,0 94,0  –  –  – 1,0

3 5,0  – 94,5  –  – 0,5

4 5,0  – 94,0  –  – 1,0

5 5,0  –  – 94,5  – 0,5

6 5,0  –  – 94,0  – 1,0

7 5,0  –  –  – 94,5 0,5

8 5,0  –  –  – 94,0 1,0

t’’

%LoD

%H

%Pf

Iθ

 IH

Icd

IC

Ie

Dc
Da

15

10

5

0

α

IPP –  5,380; IGC – 5,121; IP – 0,147
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по большинству параметров и необходимости при-
менения метода SeDeM-ODT.

Для наиболее полноценного изучения фармацев-
тико-технологических свойств модельных составов 
и обоснования влияния фармацевтических факторов 
детерминации (вида и количества наполнителей 
и смазывающего вещества) на исследуемые свойства 
и рассчитанные данные проводили микроскопию 
таблеточных смесей и описывали размеры и форму 
основных фракций состава (рис. 3–7).

Исходя из результатов оптической микроскопии 
(см. рис. 3), можно сделать вывод о том, что частицы 
модельного состава № 1 и, соответственно, состава 
№ 2 (практически идентичного, но не проиллюстри-
рованного) по степени ассоциации являются конгло-
мератами (смесью нескольких типов частиц), по фор-
ме и размерам они относительно однородны, 
основные фракции представлены крупными рав-
носторонними сферическими частицами, более мел-
кими колоннообразными частицами, встречаются 

Таблица 4. Результаты испытаний таблеточной массы и таблеток ГК-2, диспергируемых в полости рта (средние значения, V)

Table 4. Test results of tablet mass and tablets GK-2, dispersible in the oral cavitiy (average values, V)

Фармацевтико-технологическое свойство 
Pharmaceutical and technological properties

Состав, № 
Composition, №

1 2 3 4 5 6 7 8

Насыпная плотность до уплотнения, г / мл 
Bulk density, g / ml

0,586 0,582 0,580 0,602 0,614 0,633 0,286 0,284

Насыпная плотность после уплотнения, г / мл 
Tapped density, g / ml

0,655 0,650 0,664 0,724 0,738 0,850 0,348 0,338

Пористость 
Inter-particle porosity

0,180 0,180 0,218 0,280 0,274 0,403 0,623 0,563

Индекс Карра, % 
Carr’s index, %

10,534 10,462 12,651 16,851 16,802 25,529 17,816 15,976

Прессуемость, Н 
Cohesion index, N

128,00 84,520 115,19 107,39 65,390 74,660 91,610 88,180

Число Хауснера 
Hausner ratio

1,118 1,117 1,145 1,203 1,202 1,343 1,217 1,190

Угол естественного откоса, ° 
Angle of repose, °

27,000 28,000 34,000 29,000 34,000 35,000 25,000 26,000

Сыпучесть, с 
Flowability, s

3,70 3,57 2,94 3,45 2,94 2,86 4,00 3,85

Потеря в массе при высушивании, % 
Loss on drying, %

2,514 2,697 0,887 0,897 2,773 2,247 2,053 2,080

Гигроскопичность, % 
Hygroscopicity, %

0,838 0,899 0,296 0,299 0,924 0,749 0,684 0,693

Размер частиц, % 
Particles size, %

32,000 32,500 32,184 32,684 32,653 33,153 14,894 15,394

Гомогенность 
Homogeneity index

0,017 0,019 0,016 0,018 0,018 0,020 0,008 0,010

Распадаемость (с диском), мин 
Disintegration time with disk, min

0,74 1,16 5,77 19,38 4,45 5,28 0,26 0,46

Распадаемость (без диска), мин 
Disintegration time without disk, min

1,14 1,56 6,17 19,78 4,85 5,68 0,31 0,51

Испытание для шипучих таблеток, мин 
Effervescence test, min

3,64 4,06 8,67 22,28 7,35 8,18 3,01 3,21
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также планкообразные частицы. Поверхность ча-
стиц гладкая, иногда шероховатая с гладкими кра-
ями. По результатам анализа модельных составов 
можно судить об удовлетворительных характери-

стиках морфологии частиц, небольшом распре-
делении по фракциям и гладкой поверхности, что 
поможет интерпретировать результаты анализа 
SeDeM-ODT.

Рис. 3. Микрофотография частиц таблеточной массы модельного состава № 1. × 500 (а); × 200 (б)

Fig. 3. Micrograph of particles of tablet mass of model composition No 1. × 500 (а); × 200 (б)

Рис. 5. Микрофотография частиц таблеточной массы модельного состава № 5. × 500 (а); × 200 (б)

Fig. 5. Micrograph of particles of tablet mass of model composition No 5. × 500 (а); × 200 (б)

Рис. 4. Микрофотография частиц таблеточной массы модельного состава № 3. × 500 (а); × 200 (б)

Fig. 4. Micrograph of particles of tablet mass of model composition No 3. × 500 (а); × 200 (б)
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а
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б
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Рис. 6. Микрофотография частиц таблеточной массы модельного состава № 7. × 200 (а); × 250 (б)

Fig. 6. Micrograph of particles of tablet mass of model composition No 7. × 200 (а); × 250 (б)

Рис. 7. Микрофотография частиц таблеточной массы модельного состава № 8. × 250

Fig. 7. Micrograph of particles of tablet mass of model composition No 8. × 250

Частицы модельного состава № 3 (см. рис. 4) 
по степени ассоциации являются конгломератами, 
состоящими из различных фракций частиц, вклю-
чающих крупные планкообразные и сферические 
частицы, пластинчатые, средние колонообразные 
и мелкие кубические частицы. Встречаются агрегаты 
из нескольких типов частиц. По характеру поверхно-
сти частицы также отличаются: гладкие, шерохова-
тые, иногда изрытые с гладкими и зазубренными 
краями. Исходя из показателей морфологии частиц, 
данные составы должны обладать плохой сыпучестью, 

однако, возможно, высокой прессуемостью, что под-
тверждается данными анализа SeDeM.

В результате анализа микрофотографий (см. рис. 5) 
можно сделать вывод, что модельный состав № 5 
представлен несколькими фракциями частиц, отли-
чающимися размерами и формой, прозрачностью, 
характером поверхности и края. Встречаются круп-
ные и мелкие игольчатые частицы, основная фракция 
представлена сферическими частицами с шерохова-
той и иногда изрытой поверхностью. Наблюдаются 
кубические и планкообразные частицы. С описанными 

а б
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Таблица 5. Радиусы (r) для диаграмм SeDeM-ODT таблеток ГК-2, диспергируемых в полости рта

Table 5. Radii (r) for SeDeM-ODT diagrams of GK-2 orally dispersible tablets

Фармацевтико-технологическое свойство 
Pharmaceutical and technological properties

Состав, № 
Composition, №

1 2 3 4 5 6 7 8

Насыпная плотность до уплотнения 
Bulk density

5,86 5,82 5,8 6,02 6,14 6,33 2,86 2,84

Насыпная плотность после уплотнения 
Tapped density

5,860 5,820 5,800 6,020 6,140 6,330 2,860 2,840

Пористость 
Inter-particle porosity

1,498 1,498 1,818 2,333 2,280 3,361 5,191 4,688

Индекс Карра 
Carr’s index

2,107 2,092 2,530 3,370 3,360 5,106 3,563 3,195

Прессуемость 
Cohesion index

6,400 4,226 5,760 5,370 3,270 3,733 4,581 4,409

Число Хауснера 
Hausner ratio

6,274 6,277 6,184 5,991 5,993 5,524 5,944 6,033

Угол естественного откоса 
Angle of repose

4,600 4,400 3,200 4,200 3,200 3,000 5,000 4,800

Сыпучесть 
Flowability

8,148 8,214 8,529 8,276 8,529 8,571 8,000 8,077

Потеря в массе при высушивании 
Loss on drying

7,486 7,303 9,113 9,103 7,227 7,753 7,947 7,920

Гигроскопичность 
Hygroscopicity

9,581 9,551 9,852 9,851 9,538 9,626 9,658 9,653

Размер частиц 
Particles size

3,600 3,500 3,563 3,463 3,469 3,369 7,021 6,921

Гомогенность 
Homogeneity index

8,333 9,333 7,815 8,815 8,936 9,936 3,830 4,830

Распадаемость (с диском) 
Disintegration time with disk

7,54 6,14 0,00 0,00 0,00 0,00 9,12 8,45

Распадаемость (без диска) 
Disintegration time without disk

6,21 4,81 0,00 0,00 0,00 0,00 8,95 8,29

Испытание для шипучих таблеток 
Effervescence test

2,73 1,89 0,00 0,00 0,00 0,00 3,97 3,57

морфологическими характеристиками частиц следу-
ет связывать уменьшение значений сыпучести и дру-
гие показатели, выявленные при изучении фарма-
цевтико-технологических свойств.

Микроскопия модельных составов № 7 (см. рис. 6), 
№ 8 (см. рис. 7) продемонстрировала, что основную 
фракцию порошкообразного материала составляют 
крупные, однородные по размеру и форме частицы 
сферической и кубической формы с шероховатой по-
верхностью и агрегированными скользящими ВВ 
на них. Иногда встречаются круп ные колонообразные 
частицы с шероховатой поверхностью.

На рис. 7 можно заметить мелкую фракцию 
скользящего вещества среди крупных частиц, не агре-
гированную на частицах наполнителя во время опу-
дривания при увеличении его количества. Данные 
результаты свидетельствуют о возможном влиянии 
распределения скользящего вещества на фармацевтико- 
технологические характеристики модельных составов. 
Для наиболее точного сравнения характеристик мо-
дельных составов построены диаграммы SeDeM-ODT 
(рис. 8) и определены их радиусы (табл. 5).

В результате анализа диаграмм SeDeM модельных 
составов таблеток ГК-2 сделан вывод о пригодности 
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Таблица 6. Факторы и индексы SeDeM-диаграмм таблеток ГК-2, диспергируемых в полости рта

Table 6. Factors and SeDeM indices of diagrams of GK-2 orally dispersible tablets

№ 
No

Объемный 
параметр 
Dimension

Коэффициент 
сжимаемости 
Compressibility

Параметр 
сыпучести 
Flowability /  
Powder flow

Коэффициент 
устойчивости 

Lubricity / Stability

Коэффициент 
дозирования 

Lubricity / Dosage

Коэффициент 
диспегируемости 

Disgregability
IPP IGC IP

1 5,86 5,00 9,51 8,53 5,97 5,49 5,75 5,58 0,67

2 5,82 3,91 9,45 8,43 6,42 4,28 5,39 5,24 0,53

3 5,80 5,05 8,96 9,48 5,69 0,00 4,66 4,53 0,53

4 6,02 5,54 9,23 9,48 6,14 0,00 4,85 4,71 0,53

5 6,14 4,46 8,86 8,38 6,20 0,00 4,54 4,41 0,47

6 6,33 6,10 8,55 8,69 6,65 0,00 4,84 4,70 0,53

7 2,86 6,67 9,47 8,80 5,43 7,35 5,90 5,73 0,60

8 2,84 6,15 9,45 8,79 5,88 6,77 5,77 5,60 0,47

Рис. 8. SeDeM-ODT-диаграммы модельных составов таблеток ГК-2, диспергируемых в полости рта

Fig. 8. SeDeM-ODT diagrams of model compositions of GK-2 orally dispersible tablets

составов для создания быстродиспергируемых систем 
практически по всем параметрам, однако характери-
стики распадаемости у многих составов превышали 
допустимые 3 мин для распадаемости и 5 мин – при 
испытаниях, предусмотренных для шипучих табле-

Состав № 1 / Composition No 1 
IPP –  5,749; IGC – 5,582; IP – 0,667

Состав № 5 / Composition No 5 
IPP –  4,539; IGC – 4,407; IP – 0,467

Состав № 2 / Composition No 2 
IPP –  5,392; IGC – 5,235; IP – 0,533

Состав № 6 / Composition No 6 
IPP –  4,843; IGC – 4,702; IP – 0,533

Состав № 3 / Composition No 3 
IPP – 4,664; IGC – 4,529; IP – 0,533

Состав № 7 / Composition No 7 
IPP –  5,900; IGC – 5,729; IP – 0,600

Состав № 4 / Composition No 4 
IPP –  4,854; IGC – 4,713; IP – 0,533

Состав № 8 / Composition No 8 
IPP –  5,768; IGC – 5,601; IP – 0,467
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ток, ввиду чего их радиусы были приравнены к нулю. 
Например, для составов с наполнителем Prosolv ODT 
G2® распадаемость «без диска» составляла 4,85 мин 
и 5,68 мин при используемом давлении прессова-
ния. Для выявления наиболее оптимального состава 
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Л И Т Е Р А Т У Р А  /  R E F E R E N C E S

сравнивали факторы и рассчитанные индексы диа-
граммы (табл. 6): параметрический индекс, парме-
трический индекс профиля и индекс хорошего прес-
сования.

При изучении рассчитанных индексов и факторов 
анализа SeDeM-ODT выделили 3 состава, облада-
ющих наилучшими характеристиками и наиболее 
высокими значениями индексов. Сравнивая данные 
показатели, можно отметить, что наиболее высокое 
значение параметрического индекса было у состава 
№ 1, а наиболее высокие значения индекса хорошего 
прессования и параметрического индекса профиля – 
у модельной смеси № 7.

Отбор наиболее оптимального модельного соста-
ва осуществляли на основе факторов диаграммы 
SeDeM-ODT. Ввиду того, что значения радиусов всех 
факторов для состава № 1 имели значения больше 5, 
что является допустимым, данный состав признан 
наилучшим.

Выводы
На основании результатов разработки состава 

таблеток ГК-2, диспергируемых в полости рта, 
с помощью методов построения диаграмм SeDeM 
и SeDeM-ODT сделан вывод о целесообразности 
их применения для данной ЛФ. С помощью метода 

экспертных оценок SeDeM проведена оценка изучен-
ных физико-химических и фармацевтико-технологи-
ческих свойств субстанции ГК-2 и отмечены основные 
направления по улучшению данных свойств. С учетом 
представленных факторов проведена разработка мо-
дельных составов. Данные модельные составы изу-
чали с помощью оптической микроскопии и других 
методов оценки фармацевтико-технологических 
свойств, необходимых для метода SeDeM-ODT. В ре-
зультате анализа сферических диаграмм выявлен со-
став, значения параметров которого обеспечивают 
оптимальный уровень таких факторов пригодности 
для прямого прессования, как объемный параметр, 
коэффициент сжимаемости, параметр сыпучести, 
коэффициент устойчивости, коэффициент дозиро-
вания, коэффициент диспегируемости. Кроме того, 
модельный состав следующего компонентного со-
держания: ГК-2 0,005 г, F-melt тип М® 0,0945 г, магния 
стеарат 0,0005 г обладает наибольшим значением 
параметрического индекса. Однако, ввиду присут-
ствия некоторых недостатков, обнаруженных в ре-
зультате анализа SeDeM-ODT, следует провести даль-
нейшую коррекцию фармацевтико-технологических 
свойств и оптимизацию технологии прямого прессо-
вания с помощью методов математического модели-
рования.
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Разработка полимерных микрочастиц 
с радахлорином и оценка перспектив 
их использования в фотодинамической терапии

А. М. Мирошкина1, С. П. Кречетов2, Н. Л. Соловьева1, И. И. Краснюк1

1ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И. М. Сеченова Минздрава России 
(Сеченовский Университет); Россия, 119991 Москва, ул. Трубецкая, 8, стр. 2; 
2ФГАОУ ВО «Московский физико-технический институт (национальный исследовательский университет)»;  
Россия, 141701 Долгопрудный, Институтский пер., 9

К о н т а к т ы :  Анастасия Максимовна Мирошкина asyamir@mail.ru

Введение. Сегодня активно ведутся разработки по получению систем доставки на основе микро- и наночастиц 
для повышения избирательности и эффективности действия фотосенсибилизаторов при фотодинамической 
терапии.  Такие  частицы  позволяют  повысить  эффективность  уже  использующихся  химиотерапевтических 
препаратов за счет их накопления в опухоли, а также способствуют преодолению лекарственной устойчивости 
опухолевых клеток.
Цель исследования – получение микрочастиц на основе биосовместимого блок-сополимера молочной и гли-
колевой кислот с включением фотосенсибилизатора радахлорина, магнитных наночастиц и перфтордекалина 
и последующая оценка их использования в качестве терапевтических агентов для фотодинамической терапии.
Материалы и методы. Микрочастицы были получены с помощью метода двойной эмульсии, описаны с помощью 
электронной микроскопии. Оценка фотодинамических свойств таких микрочастиц была проведена с помощью 
спектрофотомерии и МТТ-теста на культуре клеток.
Результаты. Получены микрочастицы сферической формы размером менее 1 мкм. Высвобождение действу-
ющего вещества из микрочастиц происходило постепенно, в течение 2 нед, а в микрочастицах с магнитными 
наночастицами концентрация радахлорина оставалась практически неизменной в течение месяца. Воздействие 
на микрочастицы светом красного светодиода сопровождалось образованием синглетного кислорода. Элек-
тронная микроскопия показала внутриклеточное положение микрочастиц в опухолевых клетках. МТТ-тест вы-
явил значительное угнетение жизнеспособности клеток в присутствии микрочастиц.
Заключение. Результаты исследования позволяют рассматривать полученные биосовместимые полимерные 
микрочастицы с включением в них радахлорина в качестве депо радахлорина для местного применения при фо-
тодинамической терапии опухолей.
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Introduction. Nowadays, the development of delivery systems based on micro- and nanoparticles is being actively 
pursued to increase the selectivity and efficiency of photosensitizers in photodynamic therapy. Such microparticles 
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could increase the effectiveness of the already used chemotherapeutic drugs due to their accumulation in the tu-
mor and help to overcome the drug resistance of tumor cells.
The aim of this research was to obtain microparticles based on a biocompatible block copolymer of lactic and gly-
colic  acids  with  the  inclusion  of  the  photosensitizer  radachlorin,  magnetic  nanoparticles,  and  perfluorodecalin 
and their subsequent evaluation as therapeutic agents for photodynamic therapy.
Materials and methods. Microparticles were obtained using the double emulsion method, described using of elec-
tron microscopy. Evaluation of their photodynamic properties was carried out using spectrophotometry and MTT-
test on cell culture.
Results. Spherical microparticles with a size of less than 1 μm were obtained. The release of the active substance 
from microparticles occurred gradually over two weeks, and in the case of the presence of magnetic nanoparticles, 
the concentration of radachlorin remained practically unchanged for a month. Exposure of microparticles to the light 
of LED is accompanied by the formation of singlet oxygen. Electron microscopy indicated intracellular position of micro-
particles in tumor cells. The MTT test revealed a significant inhibition of cell viability in the presence of microparticles.
Conclusion.  The  research  results  allow  us  to  consider  the  obtained  biocompatible  polymer  microparticles  with 
the inclusion of radachlorin as a depot of radachlorin for local use in photodynamic therapy of tumors.

Key words: microparticles, radachlorin, perfluorodecalin, magnetic nanoparticles, photodynamic therapy
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Введение
Основным недостатком применения химиотера-

пии при лечении онкологических заболеваний явля-
ется системное токсическое действие противоопухоле-
вых препаратов [1]. Использование фотодинамической 
терапии (ФДТ) в клинической практике характери-
зуется высоким процентом положительных резуль-
татов в лечении опухолей на ранних стадиях [2] и отно-
сительно меньшим количеством побочных эффектов 
по сравнению с химиотерапией [3]. В основе метода 
ФДТ лежит способность предварительно введенных 
в организм фотоактивных веществ – фотосенсиби-
лизаторов (ФС) – накапливаться в опухоли и под воз-
действием лазерного облучения с определенной дли-
ной волны генерировать цитотоксичный синглетный 
кислород. Применение процедуры ФДТ уменьшает 
побочные системные эффекты даже при введении 
ФС в системный кровоток [4]. В сочетании с эндо-
скопией ФДТ используется для лечения опухолей 
желудочно-кишечного тракта, легких, мочеполовых 
путей, перитонеальной и плевральной полостей [5].

Радахлорин® (РХ) является ФС 2-го поколения, 
который используется для флуоресцентной диагно-
стики и ФДТ злокачественных опухолей [6]. В каче-
стве действующих веществ он содержит натриевые 
соли хлорина е6 (до 90 %), хлорина p6 (5–7 %) и пур-
пурина 5 (1–5 %). Привлекательность использования 
РХ обусловлена наличием у него выраженного макси-
мума в красной области спектра поглощения (662 нм) 
и высоким квантовым выходом образования синглет-
ного кислорода при поглощении света в этой облас-
ти [7]. Высокая фототоксичность РХ [8], хорошая из-
бирательность накопления препарата в опухоли 
и быстрое выведение его из организма  обусловливают 

отсутствие гиперфоточувствительности кожных по-
кровов и малое количество побочных системных эф-
фектов после ФДТ [8]. Эффективность ФДТ с ис-
пользованием РХ показана для злокачественных 
новообразований кожи, легких, желудочно-кишеч-
ного тракта, мочеполовых путей [9, 10].

Системы доставки на основе микро- и наноча-
стиц (МЧ и НЧ) позволяют повысить эффективность 
действия на опухоли уже использующихся при лече-
нии рака химиотерапевтических препаратов [11, 12] 
путем увеличения местного воздействия на молеку-
лярные мишени в результате накопления таких ча-
стиц в опухоли. Еще одним положительным момен-
том использования систем доставки на основе МЧ 
и НЧ является преодоление лекарственной устойчи-
вости опухолевых клеток к химиотерапевтическим 
препаратам в молекулярной форме [13].

Включение ФС в состав МЧ и НЧ позволяет по-
высить эффективность ФДТ не только с помощью 
описанных выше общих преимуществ использования 
МЧ и НЧ в качестве систем доставки [14]. Наличие 
у ФС собственной флуоресценции позволяет визу-
ализировать частицы с этими веществами в тканях 
организма, что делает МЧ и НЧ с ФС пригодными 
для тераностики: диагностики, лечения и наблюдения 
за изменениями в опухоли в ходе лечения [15].

Использование биоразлагаемых полимеров в ка-
честве основы для получения систем доставки стало 
возможным благодаря их способности образовывать 
стабильные МЧ и эффективному включению лекар-
ственных веществ различной физико-химической 
природы в полимерную матрицу. Основными крите-
риями выбора материала для каркаса МЧ являются 
биосовместимость с клетками, простота изготовления, 
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отсутствие токсичности и ответных воспалительных 
процессов, иммунологических и тромбогенных от-
ветов [16].

Включение магнитных наночастиц (МНЧ) в по-
лимерную матрицу МЧ и дальнейшее управление ими 
с помощью внешнего магнитного поля позволяют 
рассматривать подобные МЧ в качестве системы це-
левой доставки лекарственного препарата к соответ-
ствующему биологическому объекту [17]. Способ-
ность МНЧ поглощать внешнюю электромагнитную 
энергию и преобразовывать ее в тепло привлекатель-
на для использования таких частиц в качестве гипер-
термических агентов, улучшающих эффективность 
лучевой и химиотерапии за счет ускорения процесса 
поражения и деструкции клеток опухоли [18]. Нако-
пление МЧ, содержащих МНЧ, в пораженной обла-
сти организма также способствует контрастированию 
картины, получаемой с помощью магнитно-резо-
нансной томграфии [19].

Совместное включение РХ и МНЧ в полимерную 
матрицу МЧ рассматривается как перспективное на-
правление повышения эффективности использова-
ния РХ для ФДТ и флуоресцентной диагностики. 
Создание таких частиц должно способствовать вну-
триклеточному накоплению и депонированию РХ, 
а также пролонгированию его действия. Это позволит 
еще больше локализовать действие ФС и увеличить 
продолжительность терапевтического окна для ФДТ.

Цель данного исследования – получение био-
совместимых, биодеградируемых полимерных МЧ 
с включением РХ и МНЧ и оценка возможности ис-
пользования таких частиц в качестве терапевтических 
агентов для ФДТ.

Материалы и методы
При изготовлении МЧ в качестве ФС использо-

вали концентрат для приготовления раствора для ин-
фузий «Радахлорин» («РАДА-ФАРМА», Россия), 
содержащий 3,5 мг / мл смеси натриевых солей хло-
рина е6, хлорина р6, пурпурина 5.

В работе были использованы: блок-сополимер 
65:35 молочной и гликолевой кислот (СМГК) Resomer 
RG 653 H (Evonik Industries AG, Германия); лецитин 
Lipoid S 100 (Lipoid GmbH, Германия); перфторде-
калин (ПФД), 1,3-дифенилбензофуран (ДФБФ), ди-
метилсульфоксид (Sigma, США); поливиниловый 
спирт 18–88 (Merck, Германия); метилцеллюлоза A4M 
(Ashland, США). Хлористый метилен, ацетонитрил, 
а также реактивы, применявшиеся для приготовления 
буферных растворов, имели квалификацию «хими-
чески чистый» или «чистый для анализа» и были по-
лучены от «Химмед» (Россия). Суспензия стабили-
зированных олеиновой кислотой гидрофобных МНЧ 
в хлороформе (18,5 мг / мл) была предоставлена 
Е. Л. Колчиным (лаборатория нанобиотехнологий 

МФТИ, Россия). В работе использовали деиони-
ованную воду, полученную на установке обратного 
осмоса УВОИ 1812С6 («НПК Медиана-Фильтр», 
Россия).

Метод изготовления МЧ. Для приготовления МЧ 
по методу множественной дисперсии «твердое в масле 
в воде» (Т / М / В) лиофильно высушивали 30 мкл рас-
твора для инфузий «Радахлорин». Затем лиофилизат 
диспергировали в растворе 2,5 % СМГК и 0,1 % ле-
цитина в хлористом метилене. Полученную первич-
ную дисперсию «твердое в масле» эмульгировали 
по каплям в 20 мл водного раствора 1 % поливини-
лового спирта и 0,5 % метилцеллюлозы при темпе-
ратуре 4 °С с использованием Ultra Turrax 25 (IKA, 
Германия). Готовую вторичную эмульсию Т / М / В сме-
шивали с охлажденными до 4 °С 500 мл воды и вы-
держивали в течение 6 ч при комнатной температуре 
с перемешиванием при 300 мин–1 верхнеприводной 
мешалкой Eurostar 20 digital (IKA, Германия) с про-
пеллерным перемешивающим элементом до удаления 
дихлорметана и затвердевания МЧ. Созревшие МЧ 
осаждали центрифугированием при 2000 g. Суперна-
тант сливали, а осадок промывали ресуспендирова-
нием в 50 мл воды с последующим осаждением в ука-
занных выше условиях. Отмытые МЧ замораживали 
при –25 °С и высушивали в течение 15 ч в лиофиль-
ной сушилке VaCo 2 (ZIRBUS, Германия).

При включении в МЧ стабилизированных олеи-
новой кислотой МНЧ и ПФД на стадии получения 
первичной дисперсии «твердое в масле» в раствор 
СМГК и лецитина в хлористом метилене добавляли 
55 мкл суспензии МНЧ и 20 мкл ПФД перед диспер-
гированием лиофилизата РХ.

Растровая электронная микроскопия (РЭМ). Изо-
бражения получены с использованием микроскопа 
MAIA3 (TESCAN, Чехия). Образцы частиц для элек-
тронной микроскопии наносили на кремниевые под-
ложки в виде суспензии в воде и высушивали на воз-
духе при комнатной температуре. Изображения 
получали при ускоряющем напряжении 10 кВ.

Измерение размеров и дзета-потенциала МЧ. Раз-
меры и дзета-потенциал МЧ измеряли в водной су-
спензии на анализаторе размеров частиц и дзета-по-
тенциала Photocor Compact-Z («Фотокор», Россия).

Определение содержания РХ в МЧ. Для определе-
ния содержания РХ навеску МЧ растворяли в ацето-
нитриле и измеряли оптическую плотность при дли-
не волны 662 нм относительно ацетонитрила. Для 
калибровки использовали растворы РХ в ацетони-
триле, получаемые разведением раствора для инфузий 
«Радахлорин». Содержание воды в калибровочных 
растворах было менее 0,05 % по объему. Измерения 
оптической плотности и снятие оптических спектров 
поглощения образцов проводили на спектрофотоме-
тре UV 3600 (Shimadzu, Япония).
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Высвобождение РХ из МЧ. Высвобождение РХ 
из МЧ исследовали в 50 мМ калий-фосфатном буфе-
ре с pH 7,4. В 5 мл буфера в центрифужной пробирке 
суспендировали 8–10 мг МЧ, разливали по 0,4 мл 
в пробирки Eppendorf 1,5 мл и инкубировали в тер-
мостате при температуре 37 °С. Перед отбором проб 
для определения высвободившегося РХ суспензию 
перемешивали до однородности встряхиванием, а за-
тем осаждали МЧ центрифугированием при 10 000 g 
10 мин. На каждый срок отбирали по 0,3 мл суперна-
танта. Отобранные пробы супернатанта хранили в за-
мороженном состоянии при –20 °С. По завершении 
эксперимента все отобранные пробы размораживали 
с последующим определением концентрации РХ 
по его флуоресценции с использованием планшетно-
го считывателя CLARIOstar (BMG LABTECH, Гер-
мания) в 96-луночных планшетах. Флуоресценция 
возбуждалась на длине волны 401 нм, регистрирова-
лась на длине волны от 660 нм. Для калибровки ис-
пользовали растворы РХ в 50 мМ калий-фосфатном 
буфере, получаемые разведением раствора для инфу-
зий «Радахлорин». Высвобождение РХ из МЧ срав-
нивали с его разрушением при инкубации в тех же 
условиях.

Генерация синглетного кислорода МЧ. Способ-
ность РХ в составе МЧ к образованию синглетного 
кислорода оценивали при облучении светом све-
тоизлучающего диода (СИД) LZ1 00R202 (OSRAM 
SYLVANIA LED Engin, США) с максимумом излуче-
ния 660 нм. 0,5 мг / мл МЧ в 50 мМ калий-фосфат-
ном буфере с pH 7,4 помещали в стандартную кювету 
спектрофотометра при температуре 25 °С. К полученной 
суспензии добавляли 20 мкл 1 мМ раствора ДФБФ 
в этаноле, и кювету в заданное время облучали свер-
ху светом СИД. До и после облучения измеряли оп-
тическую плотность при 415 нм в полосе поглощения 
ДФБФ, превращающегося при взаимодействии с син-
глетным кислородом в эндоперекись, не поглощающую 
при этой длине волны. Убыль оптической плотности 
использовали в качестве характеристики интенсивно-
сти образования синглетного кислорода. Образование 
синглетного кислорода МЧ, содержащими РХ, срав-
нивали с образованием синглетного кислорода в рас-
творе РХ с концентрацией 8,75 мкг / мл.

Исследование фотодинамического эффекта МЧ 
в культуре клеток. Клеточные культуры CHO (клетки 
яичников сирийского хомячка) были получены 
из Российской коллекции клеточных культур позво-
ночных (Институт цитологии РАН, Санкт-Петер-
бург). При изучении влияния МЧ на клетки исполь-
зовали 6-луночные планшеты. Высевали по 105 клеток 
в лунку в 2 мл среды DMEM 12, содержащей 10 % 
эмбриональной телячьей сыворотки, 100 МЕ / мл пе-
нициллина, 0,1 мкг / мл стрептомицина, 2 мМ L-глю-
тамина. Клетки культивировали в темноте при 

температуре 37 °С в увлажненной атмосфере с 5 % 
содержанием CO

2
. После 24 ч культивирования и фор-

мирования монослоя в одной трети лунок 1-го план-
шета культуральную среду заменяли на свежую, в другой 
трети лунок – на раствор 1,75 мкг / мл РХ в культу-
ральной среде, и в остальных лунках – на суспензию 
0,5 мг / мл различных видов МЧ в культуральной сре-
де. Через 24 ч во всех лунках культуральную среду 
заменяли свежей и половину лунок каждого вида 
облучали 10 мин светом СИД LZ1 00R202 с облученно-
стью на поверхности культуральной среды 100 мВт / см2. 
Влияние МЧ и фотодинамического облучения на 
клетки оценивали через 24 ч. Микрофотографирова-
ние клеток осуществляли на световом микроскопе 
Axio Observer.A1 (Carl Zeiss, Германия), оборудован-
ном осветителями HAL 100, HBO 100 и цифровой 
монохромной камерой Axiocam 503 mono, работа-
ющей под управлением программного обеспечения 
ZEN 2. При микроскопии устанавливали блок свето-
фильтров 45 HQ TexasRed (EX BP 560 / 40, BS FT 585, 
EM BP 630 / 75).

Оценка жизнеспособности клеток. Для оценки 
жизнеспособности клеток с помощью МТТ-теста во 
всех лунках культуральную среду заменяли на свежую, 
содержащую 0,5 мг / мл МТТ, и инкубировали 0,5 ч 
в темноте при температуре 37 °С в атмосфере с 5 % СО

2
. 

После этого среду удаляли и содержимое лунок рас-
творяли в 1 мл диметилсульфоксида. Количество об-
ра зовавшегося формазана характеризовали оптиче-
ской плотностью полученных растворов в лунках при 
550 нм, измеренной с использованием планшетного 
считывателя CLARIOstar. Жизнеспособность клеток 
после воздействия МЧ и фотодинамического об-
лучения характеризовали отношением оптических 
плотностей в лунках с клетками, подвергшимися воз-
действию, и в лунках с контрольными клетками 
без каких-либо воздействий (100 % жизнеспособ-
ность).

Статистическая обработка. Статистическую об-
работку экспериментальных данных проводили с ис-
пользованием программы Microsoft Excel. Приводи-
мые экспериментальные данные представляют собой 
среднее значение ± стандартное отклонение по ре-
зультатам как минимум 3 независимых измерений. 
Достоверность различий оценивали по t-критерию 
Стьюдента.

Результаты и обсуждение
Полученные МЧ характеризуются субмикронным 

размером. Отрицательный заряд частиц обусловли-
вает наличие концевых карбоксильных групп у ис-
пользуемой для получения МЧ СМГК. Полученная 
величина дзета-потенциала находится на уровне зна-
чений, известных из литературы для немодифициро-
ванных частиц, что указывает на отсутствие заметного 
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влияния РХ в составе МЧ на их заряд. На изображе-
ниях РЭМ видно, что полученные МЧ без МНЧ вне 
зависимости от присутствия ПФД – сферической 
формы (рис. 1). При наличии МНЧ в полимерной 
матрице МЧ имеют неправильную форму с выражен-
ными складками. Данные изменения формы могут 
быть связаны с образованием 2 фаз – на поверхности 
МЧ и в ее ядре в начале созревания МЧ. Отсутствие 
растворимости СМГК в углеводородах [20] предпо-
лагает низкое сродство этого полимера к олеиновой 
кислоте, покрывающей МНЧ, что является предпо-
сылкой для образования внутри созревающей МЧ 
гидрофобной фазы, обогащенной МНЧ, но с низким 
содержанием СМГК. Эта фаза более гидрофобна, чем 
окружающий ее раствор с более высоким содержа-
нием СМГК в хлористом метилене. Диффузия и ис-
парение хлористого метилена из системы приводят 
в начале созревания МЧ к концентрированию этого 
раствора с формированием достаточно плотной обо-
лочки, которая по мере диффузии через нее раство-
рителя и уменьшения объема внутренней фазы смор-
щивается и формирует видимые на изображениях 
РЭМ складки. Сходным образом происходит обра-
зование складок на поверхности частиц, получаемых 
из полимеров распылительной сушкой с высокой 
скоростью [21].

Включение РХ в МЧ составило около 10 % от рас-
четного в образцах без МНЧ (см. таблицу). Наличие 
МНЧ в МЧ приводит к существенному увеличению 
включения РХ – до 60–70 %. Необходимо отметить, 
что добавление лецитина в значительной степени 
способствует включению РХ в полимерную матрицу 
МЧ: по результатам предварительных экспериментов 
при его отсутствии включение РХ в МЧ без МНЧ 
не превышает 1 %.

На спектрах поглощения образцов, полученных 
при растворении МЧ в ацетонитриле, присутствуют 
характерные для РХ пики (рис. 2): длинноволновый 
в районе 662 нм и коротковолновый в районе 402 нм. 
Это указывает на то, что РХ, инкапсулированный 
в МЧ, сохраняет исходные оптические свойства, важ-
ные для ФДТ.

Выявляемое достоверно (p <0,05) более высокое 
образование синглетного кислорода МЧ с РХ по срав-
нению с МЧ без РХ при облучении водной суспензии 
МЧ красным СИД указывает на возможность исполь-
зования таких частиц для ФДТ (рис. 3). Присутствие 
в полимерной матрице ПФД и МНЧ значительно 
увеличивает генерацию синглетного кислорода. В МЧ 
с ПФД это может быть связано с повышенным общим 
содержанием кислорода в дисперсии из-за его боль-
шей растворимости в перфторуглеродах. Интенси-
фикация образования синглетного кислорода в МЧ 
с МНЧ может быть объяснена выявленным в данном 
случае увеличением включения РХ в МЧ.

Рис. 1. Растровая электронная микроскопия микрочастиц разного 
состава. Масштабная метка – общая для всех изображений. Здесь, 
а также на рис. 2–6 и в таблице: МЧ – микрочастицы, СМГК – 
сополимер молочной и гликолевой кислот, РХ – радахлорин, МНЧ – 
магнитные наночастицы, ПФД – перфтордекалин

Fig. 1. Scanning electron microscopy of microparticles with different 
composition. Scale mark is common to all images. Here, on figures 2–6 
and in table: MP – microparticles, PLGA – Poly(lactide-co-glycolide acid), 
RC – radachlorin, MNP – magnetic nanoparticles, PFD – perfluoro-
decalin

Разбавленная 
суспензия /  

Diluted suspension

Концентрированная 
суспензия / Concent

rated suspension

Состав МЧ /  
MP composition

СМГК / PLGA  

СМГК + РХ / PLGA + RC 
 

СМГК + РХ + МНЧ /  
PLGA + RC + MNP  

СМГК + РХ + ПФД /  
PLGA + RC + PFD

СМГК + РХ + МНЧ + ПФД / 
PLGA + RC + MNP + PFD 

СМГК + МНЧ / PLGA + MNP 
 

СМГК + ПФД / PLGA + PFD

5 мкм  /  5 μm

Согласно полученным данным (рис. 4), в водной 
дисперсии МЧ в течение 1-го часа достигается 
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Рис. 2. Спектры поглощения РХ (8,75 мкг / мл) и МЧ (1 мг / мл) в ацетонитриле: a – СМГК + РХ; б – СМГК + РХ + МНЧ; в – СМГК + РХ + ПФД; 
г – СМГК + РХ + ПФД + МНЧ

Fig. 2. Absorption spectra of RC (8.75 μg / ml) and MP (1 mg / ml) in acetonitrile: a – PLGA + RC; б – PLGA + RC + MNP; в – PLGA + RC + PFD; 
г – PLGA + RC + PFD + MNP

Характеристики МЧ

Characteristics of MP

Состав МЧ 
MP composition

Гидродинамический ра-
диус МЧ (R ± ϭ

R
), мкм 

Hydrodynamic radius of MP 
( R ± ϭ

R
), μm

Коэффициент поли-
дисперсности МЧ 

(ϭ2  /R2
R )* 

Polydispersity factor  
of MP (ϭ2  /R2

R
) *

Дзета-потен-
циал МЧ, мВ  
Zeta potential  

of MP, mV

Содержание РХ 
в МЧ, мкг / мг 

RC content in MP, 
μg / mg

Включение РХ 
в МЧ**, % 

Inclusion of RC 
in MP**, %

СМГК 
PLGA

0,270 ± 0,143 0,280  –16,6 ± 2,0  –  – 

СМКГ + РХ 
PLGA + RC

0,112 ± 0,018 0,027  –19,5 ± 4,5 0,27 ± 0,11 6,6 ± 2,7

СМГК + РХ + 
МНЧ 
PLGA + RC + MNP

0,240 ± 0,045 0,035  –23,6 ± 6,8 2,34 ± 0,78 60,6 ± 20,1

СМГК + РХ + 
ПФД 
PLGA + RC + PFD

0,138 ± 0,054 0,150  –18,7 ± 0,4 0,27 ± 0,20 16,9 ± 12,3

СМКГ + РХ + 
МНЧ + ПФД 
PLGA + RC + PFD + 
MNP

0,318 ± 0,150 0,224  –19,6 ± 1,8 1,16 ± 0,59 72,3 ± 36,8

СМГК + МНЧ 
PLGA + MNP

0,315 ± 0,092 0,086  –17,6 ± 2,0  –  – 

СМГК + ПФД 
PLGA + PFD

0,378 ± 0,129 0,116  –16,0 ± 1,1  –  – 

*Рассчитан по приведенным результатам измерения размеров частиц; **доля от теоретического содержания РХ в МЧ 
при условии его полного включения. 
*Calculated according to the given results of measuring the particle sizes; **fraction of the theoretical content of RC in the MP, subject to its full inclusion.
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Рис. 3. Генерация синглетного кислорода

Fig. 3. Generation of singlet oxygen

Рис. 4. Высвобождение РХ из МЧ: a – РХ (0,875 мкг / мл), МЧ 
(СМГК + РХ + ПФД + МНЧ), МЧ (СМГК + РХ + МНЧ); б – РХ 
(0,0875 мкг / мл), МЧ (СМКГ + РХ), МЧ (СМГК + РХ + ПФД), *p <0,05 
для отличий от пробы только с РХ

Fig. 4. RC release from MP: а – RC (0.875 μg / ml), MP (PLGA + RC + 
PFD + MNP), MP (PLGA + RC + MNP); б – RC (0.0875 μg / ml), MP 
(PLGA + RC), MP (PLGA + RC + PFD); *p <0.05 for the differences from 
samples with RC alone
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близкая к максимальной концентрация РХ, которая 
затем медленно снижается в течение периода до 1 мес. 
В растворе РХ без частиц с исходной концентрацией 
РХ, практически равной максимальной концентрации 
высвободившегося из МЧ РХ, его содержание убы-
вает существенно быстрее и уже через сутки оказы-
вается достоверно ниже, чем в суспензии МЧ. При 
этом в суспензии МЧ без МНЧ концентрация РХ 
убывает лишь до половины от максимальной только 
через 2 нед, а в случае присутствия в полимерной 
матрице МНЧ концентрация РХ остается практиче-
ски неизменной в течение 30 дней. Описанная кине-
тика высвобождения характеризует МЧ как депо 
с пролонгированным высвобождением РХ, пригодное 
для проведения нескольких последовательных сеан-
сов ФДТ без повторных инъекций ФС.

Согласно результатам проведенных исследований 
с использованием световой микроскопии, МЧ с РХ 
поглощаются клетками и накапливаются в цитоплаз-
ме, не вызывая при этом существенных изменений 
в плотности монослоя (рис. 5). Хорошо различимая 
флуоресценция МЧ на изображениях флуоресцент-
ной микроскопии указывает на возможность исполь-
зования таких частиц в качестве агентов для диагно-
стики посредством визуализации поглотивших их 
клеток.

В результате МТТ-теста выявлено, что поглощение 
МЧ, содержащих РХ, клетками CHO в культуре со-
провождается снижением их жизнеспособности раз-
личной степени в зависимости от состава МЧ (рис. 6). 
Наблюдаемое угнетение метаболизма может быть 
связано как с цитотоксическим действием высвобо-
ждающегося внутри клеток РХ, так и с нарушением 
их структуры поглощенными МЧ. Наиболее значи-

тельное угнетение жизнедеятельности клеток замет-
но для МЧ, содержащих в полимерной матрице РХ 
и МНЧ. Однако это, по-видимому, не связано с опи-
санными особенностями поверхности таких частиц, 
поскольку в отсутствие РХ не наблюдается угнета-
ющего действия на клетки МЧ, содержащих МНЧ. 
Кроме того, согласно полученным данным, наличие 
МНЧ не способствует фотодинамическому действию 
на клетки РХ в составе МЧ. В то же время свободный 
РХ и МЧ, содержащие только РХ, обладают заметным 
фотодинамическим повреждающим действием. Нали-
чие ПФД в составе МЧ не сопровождается заметным 

  РХ / RC
  МЧ (СМГК + РХ + ПФД + МНЧ) / MP (PLGA + RC + PFD + MNP)
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  РХ / RC
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Рис. 6. Влияние РХ и содержащих РХ МЧ на жизнеспособность кле-
ток и фотодинамическое действие на эти клетки облучения свето-
излучающим диодом (СИД) по результатам МТТ-теста; *p <0,05 
для отличий от контроля без облучения СИД и воздействия МЧ и РХ; 
**p <0,05 для отличий между облученными СИД клетками по отно-
шению к клеткам без облучения СИД после инкубации с определенным 
видом МЧ или РХ

Fig. 6. Influence of RC and RC-containing MPs on cell viability and 
photodynamic effect of light irradiation on these cells according to the MTT 
test results; *p <0.05 for differences from the line cells without any additives 
and irradiation; **p <0.05 for differences between irradiated cells in 
relation to cells without irradiation after incuba tion with certain type of MP 
or RC

Добавка в культу
ральную среду (состав 

МЧ) / Additive  
to the culture medium 

(MP composition) 

Без добавок /  
Without additives  

МЧ (СМГК) / MP (PLGA)  

 
РХ / RC  

МЧ (СМГК + РХ) /  
MP (PLGA + RC)   

МЧ (СМГК + РХ + МНЧ) / 
MP (PLGA + RC + MNP)  
 

МЧ (СМГК + РХ + ПФД) / 
MP (PLGA + RC + PFD)   

МЧ (СМГК + РХ + МНЧ + 
ПФД) / MP (PLGA + RC + 
MNP + PFD)   

МЧ (СМГК + МНЧ) /  
MP (PLGA + MNP)   

МЧ (СМГК + ПФД) /  
MP (PLGA + PFD)

Рис. 5. Световая микроскопия монослоя клеток CHO (клетки яични-
ков сирийского хомячка) через 1 сут после инкубации с МЧ разного 
состава. Масштабная метка – общая для всех изображений

Fig. 5. Light and fluorescence microscopy of a monolayer of CHO cells 
(Syrian hamster ovary cells) 1 day after incubation with MPs of different 
composition. Scale mark is common to all images
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влиянием на особенности реакции поглотивших МЧ 
клеток и на фотодинамический эффект. Можно лишь 
отметить более сильное повреждающее дейст вие МЧ, 
в которых одновременно присутствуют РХ, МНЧ 
и ПФД.

Заключение
Применение технологии Т / М / В позволяет полу-

чить содержащие РХ МЧ, пригодные для использо-
вания в качестве депо, которое в течение 30 дней 
может поддерживать в своем микроокружении кон-
центрации ФС, способные вызывать цитотоксиче-
ский фотодинамический эффект. При введении по-
лученных МЧ в опухоль их поглощение клетками 
будет способствовать повышению эффективности 
ФДТ за счет внутриклеточного высвобождения дей-
ствующего вещества.

Поскольку МЧ имеют размер меньше 1 мкм и от-
рицательный заряд, то их поглощение клетками 
должно протекать в основном по типу фагоцитоза. 
При внутрисосудистом введении накопление полу-
ченных МЧ, вероятнее всего, будет происходить глав-
ным образом в печени, селезенке, легких и других 
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органах с высоким содержанием клеток системы мо-
нонуклеарных фагоцитов. Выход полученных МЧ 
из кровеносного русла в других местах будет невысо-
ким. Однако присутствие в полимерной матрице та-
ких МЧ МНЧ позволит накапливать полученные МЧ 
в интересующих местах кровеносного русла за счет 
воздействия на них внешнего магнитного поля. При-
сутствие МНЧ в полимерной матрице МЧ значительно 
увеличивает включение в них РХ, а также продолжи-
тельность его постепенного выхода в среду по отно-
шению к простым МЧ с РХ, что позволяет рассматри-
вать такие частицы в качестве фотодинамического 
средства пролонгированного действия.

В целом полученные результаты показывают, что 
на основе биодеградируемого СМГК могут быть 

получены биосовместимые МЧ с включением РХ, 
обладающие способностью к его пролонгированному 
высвобождению. Воздействие на такие частицы све-
тового излучения, применяемого при ФДТ с исполь-
зованием РХ, сопровождается образованием син-
глетного кислорода, обладающего цитотоксическим 
эффектом для опухолевых клеток. Присутствие 
в полимерной матрице МЧ МНЧ и ПФД увеличи-
вает процент включения РХ и интенсифицирует 
образование синглетного кислорода. Длительное 
высвобождение инкапсулированного РХ из таких 
частиц и их возможное накопление в проблемных 
областях с помощью воздействия внешних факторов 
позволяет увеличить терапевтическое окно при ис-
пользовании ФС.
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Обоснование оптимального состава 
композиций ресвератрола с солюбилизаторами

С. П. Кречетов1, М. С. Масленникова2, Н. Л. Соловьева3, И. И. Краснюк3

1ФГАОУ ВО «Московский физико-технический институт (национальный исследовательский университет)»;  
Россия, 141701 Долгопрудный, Институтский пер., 9; 
2ФГБУН «Федеральный исследовательский центр питания, биотехнологии и безопасности пищи»; Россия, 109240 
Москва, Устьинский пр-д, 2 / 14; 
3ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И. М. Сеченова Минздрава России 
(Сеченовский Университет); Россия, 119991 Москва, ул. Трубецкая, 8, стр. 2

К о н т а к т ы :   Мария Сергеевна Масленникова sok.mary.serg@gmail.com

Введение.  Увеличение  биодоступности  малорастворимых  фармацевтических  субстанций  является  одной 
из важных проблем фармацевтической технологии. Ресвератрол – полифенол растительного происхождения, 
обладающий широким спектром биологического действия. Однако на сегодняшний день отсутствуют лекар-
ственные препараты на основе ресвератрола. Данный полифенол представлен на фармацевтическом рынке 
только в качестве биологически активного вещества, входящего в состав биологически активных добавок к пище.
Цель исследования –  выбор  оптимального  солюбилизатора  для  увеличения  растворимости  ресвератрола 
посредством определения параметров солюбилизации.
Материалы и методы. Были изучены спектрофотометрические характеристики ресвератрола при использова-
нии 3 групп солюбилизаторов: полоксамеров, полисорбатов и циклодекстринов. Исследования проводили в 50 мМ 
солянокислом буфере (pH 1,2) и 50 мМ фосфатном буфере (pH 6,8). Спектрофотометрические измерения про-
водили на спектрофотометре UV / VIS-3600 (Shimadzu, Япония) в диапазоне длин волн 220–380 нм. Влияние 
солюбилизаторов на спектрофотометрические характеристики ресвератрола изучали в буферных растворах, 
содержащих солюбилизатор и ресвератрол в концентрации, существенно меньшей, чем его собственная рас-
творимость в воде. Многократный избыток использованного солюбилизатора обеспечивал нахождение всего 
ресвератрола в солюбилизированной форме. При определении параметров солюбилизации к заведомому из-
бытку ресвератрола добавляли буферные растворы, содержащие от 2 до 10 мМ солюбилизаторов. Такое коли-
чество ресвератрола обеспечивало наличие его осадка во всех экспериментах для определения полноты солю-
билизации исследуемого полифенола.
Результаты.  Исходя  из  полученных  спектрофотометрических  характеристик  растворов  солюбилизаторов 
с ресвератролом наиболее привлекательными для дальнейшей разработки твердых лекарственных форм для 
перорального  приема  выступают  полоксамер  407,  полисорбат  80  и  модифицированный  метил-бета-цикло-
декстрин, обеспечивающие полное растворение исследуемого полифенола при его содержании в композиции 
с солюбилизатором около 10 %.
Заключение.  На  основании  полученных  данных  о  спектрофотометрических  характеристиках ресвератрола 
с  использованием  солюбилизаторов  можно  утверждать,  что  возможно  создание  препаратов  с  улучшенной 
растворимостью исследуемого полифенола. На основе его композиций c полоксамером 407, полисорбатом 80 
и модифицированным метил-бета-циклодекстрином при подборе соответствующих вспомогательных веществ 
могут быть разработаны твердые лекарственные формы для перорального приема.

Ключевые слова: ресвератрол, солюбилизация, комплекс включения, мицелла

Для цитирования: Кречетов С. П., Масленникова М. С., Соловьева Н. Л., Краснюк И. И. Обоснование оптималь-
ного состава композиций ресвератрола с солюбилизаторами. Российский биотерапевтический журнал 2021; 
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Introduction.  Increasing of poorly soluble pharmaceutical substances bioavailability  is one of  important prob-
lems of pharmaceutical technology. Resveratrol is a plant origin polyphenol with a broad spectrum of biological 
effects. However, due to poor solubility and, as a result, low bioavailability, it is not promising for the development 
of oral drugs. Thus, today resveratrol is presented only as a biologically active substance that is component of bio-
logically active food supplements.
The objective of the research is selection of the optimal solubilizer to increase the solubility of resveratrol by de-
termining the solubilization parameters.
Materials and methods. The spectrophotometric characteristics of  resveratrol were studied using three groups 
of solubilizers: poloxamers, polysorbates and cyclodextrins. Studies were carried out in 50 mM hydrochloric acid 
buffer (pH 1.2) and 50 mM phosphate buffer (pH 6.8). Spectrophotometric measurements were carried out on a spectro-
photometer UV / VIS-3600 Shimadzu (Japan) in the wavelength range of 220–380 nm. The effect of solubilizers 
on the spectrophotometric characteristics of resveratrol was determined in buffer solutions containing the solubi-
lizer and resveratrol in significantly less concentration of its own solubility in water. The used multiple excess of the so-
lubilizer ensured the finding of all resveratrol in a solubilized form. During the determining parameters of solubili-
zation, buffer solutions containing from 2 to 10 mM solubilizers were added to the obviously excess of resveratrol. 
The indicated amount of resveratrol ensured the presence of its precipitate in all experiments to determine the comp-
leteness of solubilization of the studied polyphenol.
Results.  Based  on  the  obtained  spectrophotometric  characteristics  of  solubilizers  solutions  with  resveratrol, 
the most effective for the further development of solid dosage forms for oral administration are poloxamer 407, 
polysorbate 80 and modified methyl-beta-cyclodextrin, which ensure complete dissolution of resveratrol when its 
content in the composition with a solubilizer is about 10 %.
Conclusion. Based on the data obtained on the spectrophotometric characteristics of resveratrol using solubilizers, 
it can be argued that it is possible to create drugs with improved solubility of the studied polyphenol. On the basis 
of its compositions with poloxamer 407, polysorbate 80 and modified methyl-beta-cyclodextrin, with the selection 
of appropriate excipients, solid dosage forms for oral intake can be developed.
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Введение
Ресвератрол (3,5,4’-тригидроксистильбен) – 

 фитоалексин, который оказывает гиполипидеми-
ческое, противоопухолевое, противовоспалитель-
ное, антиоксидантное действие и рассматривается 
как перспективное действующее вещество для соз-
дания лекарственных препаратов [1]. Из существу-
ющих цис- и транс-изомеров исследуемого биоло-
гически активного вещества транс-изомер обладает 
большей биологической активностью [2]. Однако 
ресвератрол малорастворим в воде, в связи с чем 
его биодоступность при пероральном применении 
огра ниченна [3]. Поэтому на сегодняшний день 
на фармацевтическом рынке отсутствуют лекар-
ственные препараты с ресвератролом, он представ-
лен только в составе биологически активных доба-
вок к пище.

Эффективным способом повышения биодоступ-
ности плохо растворимых фармацевтических суб-
станций является использование солюбилизаторов 
в составе лекарственных препаратов [4]. Известны 

работы, в которых демонстрируется повышение пе-
роральной биодоступности ресвератрола в присут-
ствии солюбилизаторов [5–7], а также более высокая 
биологическая активность его композиций с солю-
билизаторами по сравнению с чистым ресвератролом 
в экспериментах по исследованию антиоксидант-
ной и противоопухолевой активности этого вещества 
in vitro [8, 9] и in vivo [10, 11]. Однако указанные ис-
следования не содержат сведений о полноте солюби-
лизации данного полифенола при растворении исполь-
зуемых композиций. Такая информация необходима 
для выбора оптимального соотношения ресверат-
рол–солюбилизатор при разработке лекарственного 
препарата.

Цель – исследовать параметры солюбилизации 
ресвератрола с полоксамерами и полисорбатами, яв-
ляющимися неионогенными поверхностно- активны-
ми веществами (ПАВ), и циклодекстринами (ЦД), 
способными к образованию комплексов включения, 
для дальнейшего выбора наиболее эффективного для 
растворения солюбилизатора.
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Материалы и методы
В работе использовали транс-ресвератрол (RSV) 

resVida® (DSM Nutritional, Швейцария), содержащий 
не менее 99 % действующего вещества и соответству-
ющий требованиям к фармацевтическим субстанци-
ям, используемым в лекарственных препаратах. В ка-
честве солюбилизаторов использовали полоксамеры 
Kolliphor 188 (P188) и 407 (P407) от BASF (Германия); 
полисорбаты Tween 20 (T20), 40 (T40) и 80 (T80) 
от Sigma-Aldrich (США); ЦД: альфа-ЦД (α-CD), бета- 
ЦД (β-CD), гамма-ЦД (γ-CD), гидроксипропил-аль-
фа-ЦД (HP-α-CD) от Ashland Industries Europe GmbH 
(Швейцария), гидроксипропил-гамма-ЦД (HP-γ-CD, 
метил-бета-ЦД (M-β-CD) от Wacker Chemie AG (Гер-
мания), сукцинил-альфа-ЦД (S-α-CD) от Sigma-Aldrich 
(США). Реактивы, применявшиеся для приготовле-
ния буферных растворов, имели квалификацию «хи-
мически чистый» и были получены от «Кемикал Лайн» 
(Россия). В работе использовали 50 мМ солянокислый 
буфер с pH 1,2 и 50 мМ фосфатный буфер с pH 6,8. 
Для приготовления растворов использовали воду, 
очищенную по ФС.2.2.0020.15, полученную на уста-
новке обратного осмоса УВОИ-1812С6 («НПК Ме-
диана-Фильтр», Россия).

Влияние солюбилизаторов на спектрофото-
метрические характеристики RSV изучали в буферных 
растворах, содержащих 1 мМ солюбилизатора и иссле-
дуемого полифенола в концентрации 0,025 мМ – суще-
ственно меньшей, чем его собственная раст воримость 
в воде [3]. Многократный избыток использованного 
солюбилизатора обеспечивал нахождение всего RSV 
в солюбилизированной форме. Снятие спектров погло-
щения производили после инкубации приготовленных 
растворов в течение 1 ч при температуре 24 °C в тем-
ноте. Спектрофотометрические измерения проводи-
ли на спектрофотометре UV / VIS-3600 (Shimadzu, 
Япония) в диапазоне длин волн от 220 до 380 нм, при 
спектральной ширине щели 2 нм и температуре 24 °C.

При определении параметров солюбилизации 
к 10 мг RSV, находящегося в круглодонных герметич-
но закрывающихся стеклянных пробирках объемом 
5 мл, добавляли по 1,5 мл буферных растворов, со-
держащих от 2 до 10 мМ солюбилизаторов. Указанное 
количество RSV обеспечивало наличие его осадка 
во всех экспериментах. Образцы инкубировали в тем-
ноте при температуре 37 °C и встряхивании c частотой 
180 об / мин на встряхивателе KS 3000 i control (IKA, 
Германия) в течение 24 ч. После инкубации стеклян-
ные пробирки помещали в прогретые до температу-
ры 37 °C центрифужные пробирки и центрифуги-
ровали в течение 5 мин при 200 g на центрифуге 
LMC-3000 (Biosan, Латвия). По окончании центри-
фугирования из пробирок отбирали супернатант, 
разводили его фосфатным и солянокислым буферами 
до оптической плотности менее 4 Б в максимуме 

поглощения RSV и проводили спектрофотометриче-
ские измерения с использованием в качестве образ-
цов сравнения растворов солюбилизаторов, разве-
денных буфером до концентрации, как в образце 
с исследуемым полифенолом.

Статистическую обработку экспериментальных 
данных выполняли с использованием программы 
Microsoft Excel. Приводимые экспериментальные 
данные представляют собой среднее по результатам 
3 независимых измерений или представлены как сред-
нее значение ± ошибка среднего.

Результаты
Оптимальный состав композиции с солюбилиза-

тором определяется молярным коэффициентом со-
любилизации (K

мс
):

           K
мс 

= 
[L]

c

C
c

 (1),

где [L]
с
 – молярная концентрация RSV в солюбили-

зированной форме при молярной концентрации со-
любилизатора C

с
 и насыщенной концентрации сво-

бодного RSV (его собственная растворимость) в водной 
фазе. При таком соотношении будет иметь место 
полная солюбилизация RSV, тогда как при его пре-
вышении часть RSV может оставаться в осадке, а при 
значениях меньше этой величины будет использова-
на не вся возможность солюбилизатора, включаемо-
го в рецептуру.

Кажущаяся концентрация RSV в присутствии 
солюбилизатора равна сумме концентраций сво-
бодной [L] и солюбилизированной [L]

c
 частей RSV 

в растворе. Принцип аддитивности поглощения све-
та и закон Бугера–Ламберта–Бера позволяют запи-
сать выражения для оптической плотности раствора 
RSV в присутствии солюбилизатора:

          D = D
L
 + D

Lc
 = ε

L
 × [L] × l + ε

Lc
 × [L]

c 
× l (2),

где D
L
 и  D

Lc
 – вклад в оптическую плотность раство-

ра свободного RSV и RSV в составе солюбилизата,  
ε

L 
и ε

Lc
 – молярные коэффициенты поглощения сво-

бодного RSV и RSV в составе солюбилизата, l – дли-
на оптического пути в кювете спектрофотометра. 
В случае избытка RSV и его неполного растворения 
имеет место равенство концентрации RSV в свобод-
ной форме его собственной растворимости ([L] = [L]

0
) 

вследствие равновесия с твердой (нерастворенной) 
фазой. С учетом этого уравнение (2) переписывается:

                           
D

ε
L 

× l  = [L]
0
 + 

ε
Lc

ε
L

 × [L]
c  

(3),

откуда с учетом (1) 
D

ε
L 

× l  = [L]
0
 + 

ε
Lc

ε
L

 × K
мс 

× C
c
   (4).
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При солюбилизации за счет образования ком-
плексов включения LS (S – молекула комплексообра-
зователя, например ЦД) концентрация RSV в солю-
билизированной форме равна концентрации 
комплексов включения и рассчитывается по форму-
ле [12]:

                    [L]
c 
=

 
 [LS] = 

K
к 
× [L]

0

1 + K
к 
× [L]

0
 × C

c 
(5),

где K
к
 – константа комплексообразования. Исходя 

из (1) и (5), при солюбилизации с образованием ком-
плексов включения

                            K
MC 

=
 
 

K
к 
× [L]

0

1 + K
к 
× [L]

0
 (6).

При использовании в качестве солюбилизатора 
мицеллообразующего вещества концентрация RSV 
определяется коэффициентом ее распределения меж-
ду мицеллярной и водной фазами и вычисляется 
по формуле [13]:

                     [L]
c 
=

 
 K

м 
× [L]

0
 × (C

c
 – [S]

ккм
) (7),

где K
м
 – коэффициент распределения RSV между 

мицеллярной и водной фазами, [S]
ккм

 – критическая 
концентрация мицеллообразования солюбилизатора, 
а (C

с
 – [S]

ккм
) – концентрация мицеллярной фазы. 

Исходя из (1) и (7), при мицеллярной солюбилизации

                    K
мc 

=
 
 K

м 
× [L]

0
 × (1 – 

[S]
ккм

C
c
 

) (8).

Поскольку у исследуемых мицеллообразующих 
солюбилизаторов [S]

ккм
 ≤10–4 М [8, 9], то при исполь-

зуемых в работе экспериментальных концентрациях 
этих вспомогательных веществ имеет место соотно-
шение C

с
 >>[S] 

ккм
. Это позволяет переписать форму-

лу (8) в виде:

                                   K
мс 

=
 
 K

м 
× [L]

0
 (9).

Согласно формулам (6) и (9), в условиях про-
веденных экспериментов коэффициент молярной 
солюбилизации К

мс
 не зависит от концентрации со-

любилизатора, что указывает на возможность исполь-
зования линейного уравнения (4) для обработки экс-
периментальных данных. Получаемое значение К

мс
 

с учетом уравнения (1) позволяет рассчитать опти-
мальное содержание (α) RSV в композиции с солю-
билизатором в весовых процентах:

α
  
=

 
 

μ
L 

× [L]
с

μ
L 

× [L]
с
 + μ

с 
× C

с

 × 100 = 
μ

L

μ
L 

+ μ
с 
× K

мс

 × 100   (10),

где μ
L
 и μ

с
 – молярные массы RSV и солюбилизатора 

соответственно.

Согласно полученным данным, солюбилизация 
RSV как при включении в мицеллы, так и при обра-
зовании молекулярных комплексов сопровождается 
значительным снижением поглощения и небольшим 
сдвигом положения максимума поглощения. Рис. 1 
иллюстрирует характерные изменения спектров 
 поглощения RSV, вызываемые разными видами со-
любилизаторов (на примере их отдельных пред-
ставителей), а в табл. 1 и 2 приводятся положения 
максимумов (λ

макс
) и рассчитанные по эксперимен-

тальным данным молярные коэффициенты погло-
щения для всех исследованных солюбилизаторов. 
В кислой среде с pH 1,2 (см. рис. 1, а и табл. 1) все 
исследованные солюбилизаторы вызывают сходные 
изменения спектра поглощения RSV как по величи-
не снижения поглощения, так и по сдвигу максимума 
в сторону увеличения длины волны. Однако при близ-
ком к нейтральному pH 6,8 (см. рис. 1, б и табл. 2) 
включение в молекулярные комплексы приводит 
к более выраженному снижению поглощения RSV, 
чем при включении в мицеллы. Кроме того, при дан-
ном pH имеет место различная направленность сдви-
га максимума поглощения в солюбилизаторах разных 
видов. Так, практически для всех неионогенных ПАВ, 
за исключением высокомолекулярного P407, сохра-
няется сдвиг в сторону увеличения длины волны, 
а для всех ЦД сдвиг максимума поглощения иссле-
дуемого полифенола происходит в коротковолновую 
область. Одинаковая с ЦД направленность сдвига 
максимума поглощения в присутствии P407 может 
отражать сходство микроокружения ресвератрола 
в этих солюбилизатах. В частности, из-за большей 
величины молекул P407 по сравнению с другими ис-
пользованными неионогенными ПАВ в его мицеллах 
может иметь место ограничение доступности моле-
кулы RSV для молекул воды, сходное с ограничением 
в полости молекул ЦД.

Предствленные в табл. 1 и 2 молярные коэф-
фициенты поглощения были использованы для об-
работки данных по солюбилизации RSV в соответст-
вие с уравнением (4). На рис. 2 приведены примеры 
характерных зависимостей

D

ε
L 

× l  от 
ε

Lc

ε
L

 × С
с

для отдельных представителей разных видов солю-
билизаторов, а в табл. 3 – полученные по результатам 
линейного регрессионого анализа молярные коэф-
фициенты солюбилизации RSV для всех использо-
ванных солюбилизаторов. Также в табл. 3 приведены 
оптимальные составы самодиспергирующихся ком-
позиций RSV с солюбилизаторами, рассчитанные 
по уравнению (10) с использованием полученных 
значений K

мс
.
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Рис. 1. Спектры поглощения транс-ресвератрола в присутствии солюбилизаторов разных видов (P407, Т80, M-β-CD) и без них при pH 1,2 (а) 
и 6,8 (б)

Fig. 1. Absorption spectra of trans-resveratrol in the presence of different types of solubilizers (P407, Т80, M-β-CD) and without them at pH 1.2 (а) and 6.8 (б)

Таблица 1. Спектральные характеристики транс-ресвератрола (RSV) в солянокислом буфере c рН 1,2 в присутствии солюбилизаторов и без них

Table 1. Spectral characteristics of trans-resveratrol (RSV) in hydrochloric acid buffer pH 1.2 with and without solubilizers

Солюбилизатор 
Solubilizer

λ
макс

 в присутствии

солюбилизатора, нм 

λ
max

 with solubilizer, nm

Молярный коэффициент поглощения RSV при λ
макс

, М–1 × см–1 
Molar absorption coefficient of RSV at λ

max
, М–1 × см–1

в присутствии солюбилизатора 
with solubilizer

без солюбилизатора 
without solubilizer

 – 303,8 ± 1,6  – 41 078 ± 323

P188 306,2 ± 3,0 25 642 ± 233 40 826 ± 324

P407 307,0 ± 2,4 24 796 ± 185 40 707 ± 315

T20 308,2 ± 2,2 25 301 ± 262 40 662 ± 332

T40 308,4 ± 2,5 25 137 ± 187 40 603 ± 331

T80 308,8 ± 1,8 24 617 ± 248 40 544 ± 319

α-CD 306,2 ± 1,7 24 157 ± 285 40 826 ± 324

β-CD 305,6 ± 2,8 24 989 ± 217 40 960 ± 335

γ-CD 304,0 ± 3,0 26 980 ± 365 41 034 ± 319

HP-α-CD 305,2 ± 2,0 12 916 ± 192 40 989 ± 329

HP-γ-CD 304,0 ± 2,5 21 988 ± 228 41 034 ± 320

M-β-CD 306,2 ± 2,4 22 939 ± 313 40 826 ± 328

S-α-CD 307,4 ± 2,9 22 849 ± 244 40 677 ± 318
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Согласно полученным данным, в кислой среде 
практически все солюбилизаторы характеризуются 
несколько меньшими молярными коэффициентами 
солюбилизации К

мс
 RSV по сравнению с нейтральной 

средой. Исключение составляет HP-α-CD, у которо-
го в кислой среде этот параметр немного выше, чем 
в нейтральной. Мицеллообразующие солюбилизато-
ры в основном проявляют более высокую солюбили-

зирующую способность по сравнению с ЦД незави-
симо от pH. При этом обращает на себя внимание 
очень большое значение К

мс
 у полоксамера P407. 

Немодифицированные ЦД и модифицированный 
янтарной кислотой S-α-CD обладают низкой способ-
ностью солюбилизировать RSV, тогда как модифици-
рованные гидроксипропил- и метил-ЦД характеризу-
ются существенно более высокой солюбилизирующей 
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Таблица 2. Спектральные характеристики транс-ресвератрола (RSV) в фосфатном буфере c рН 6,8 в присутствии солюбилизаторов и без них

Table 2. Spectral characteristics of trans-resveratrol (RSV) in phosphate buffer pH 6.8 with and without solubilizers

Солюбилизатор 
Solubilizer

λ
макс

 в присутствии

солюбилизатора, нм 

λ
max

 with solubilizer, nm

Молярный коэффициент поглощения RSV при λ
макс

, М–1 × см–1 
Molar absorption coefficient of RSV at λ

max
, М–1 × см–1

в присутствии солюбилизатора 
with solubilizer

без солюбилизатора 
without solubilizer

 – 301,8 ± 1,7 – 30 085 ± 262

P188 305,2 ± 1,6 21 676 ± 245 29 773 ± 241

P407 299,0 ± 2,8 18 111 ± 175 29 817 ± 239

T20 306,6 ± 2,1 18 883 ± 253 29 475 ± 257

T40 304,6 ± 2,6 17 427 ± 158 29 877 ± 225

T80 304,6 ± 2,0 17 575 ± 242 29 877 ± 248

α-CD 292,0 ± 2,8 14 931 ± 167 28 317 ± 266

β-CD 292,0 ± 2,9 15 228 ± 155 28 317 ± 238

γ-CD 294,8 ± 2,9 15 911 ± 203 29 000 ± 259

HP-α-CD 290,0 ± 1,6 9 196 ± 128 27 841 ± 231

HP-γ-CD 290,6 ± 2,7 14 470 ± 202 27 633 ± 276

M-β-CD 290,6 ± 2,8 13 638 ± 186 27 841 ± 242

S-α-CD 290,0 ± 2,0 13 653 ± 122 27 633 ± 238

Рис. 2. Солюбилизация транс-ресвератрола солюбилизаторами разных видов при pH 1,2 (а) и 6,8 (б). Точки отображают экспериментальные 
данные, а линии проведены с использованием коэффициентов, полученных в результате линейного регрессионного анализа этих данных

Fig. 2. Solubilization of trans-resveratrol with different types of solubilizers at pH 1.2 (a) and 6.8 (б). Points represent experimental data, and lines are 
drawn using coefficients obtained from linear regression analysis of these data
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способностью. Особо выделяется M-β-CD, у кото-
рого значение К

мс
 не только самое большое среди 

ЦД, но и превосходит значения, полученные для 
всех мицеллообразующих солюбилизаторов, кроме 
P407.

Переход к имеющему большее практическое зна-
чение оптимальному содержанию RSV в самодиспер-
гирующейся композиции, которое рассчитывается 
с использованием полученных значений К

мс
, ставит 

особо выделяющийся по значению К
мс

 P407 на один 

   Р407
   Т80
      MβCD

   Р407
   Т80
      MβCD
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уровень с полисорбатами. Одновременно другой 
 полоксамер, P188, оказывается солюбилизатором 
с самым низким оптимальным содержанием RSV 
в композиции. Описанное снижение положения по-
локсамеров в ряду привлекательности солюбилиза-
торов в значительной степени отражает их бόльшие 
молекулярные массы. Использование в качестве ха-
рактеристики солюбилизатора оптимального содер-
жания RSV в самодиспергирующейся композиции 
сохраняет положение ЦД как уступающих мицелло-
образующим солюбилизаторам, за исключением 
M-β-CD. Последний не только сохраняет положение 
лучшего солюбилизатора RSV среди ЦД, но оказыва-
ется лучшим среди всех исследованных солюбилиза-
торов.

В соответствии с уравнением (4), кроме оценки 
К

мс
, регрессионный анализ результатов эксперимен-

тов по солюбилизации позволяет получить значения 
собственной растворимости RSV при использовав-
шихся pH, которые соответствуют разным отделам 
желудочно-кишечного тракта. Усредненные по всем 

солюбилизаторам данные дают для pH 1,2 величину 
[L]

0
 = 0,13 ± 0,02 мМ, а для pH 6,8 – [L]

0
 = 0,18 ± 0,03 мМ. 

Приведенные величины подтверждают низкие 
значения и недостоверный характер различий соб-
ственной растворимости RSV при pH желудочного 
и кишечного отделов желудочно-кишечного тракта, 
что указывает на целесообразность разработки ком-
позиции RSV с солюбилизатором для повышения его 
биодоступности во всех отделах желудочно-кишеч-
ного тракта.

Обсуждение
С учетом полученных в настоящей работе данных 

в качестве солюбилизаторов, которые целесообразно 
использовать в лекарственном препарате для повы-
шения биодоступности RSV, выступают P407, T80 
и модифицированный M-β-CD. Высокая температу-
ра плавления (253–255 °C) RSV и нестабильность при 
нагревании [3] делают непривлекательным исполь-
зование для получения композиций таких методов, 
как его сплавление с твердыми солюбилизаторами 

Таблица 3. Коэффициенты молярной солюбилизации транс-ресвератрола (RSV) при pH желудочного и кишечного отделов желудочно- 
кишечного тракта и оптимальные составы самодиспергирующихся композиций с солюбилизаторами

Table 3. Molar solubilization coefficients of trans-resveratrol (RSV) at pH of the gastric and intestinal gastrointestinal tract and optimal compositions  
of self-dispersing compositions with solubilizers

Солюбилизатор 
Solubilizer

Молярная масса 
солюбилизатора, 

г / моль 
Molar mass  

of the solubilizer, g / mol

Молярный коэффициент 
солюбилизации ресвератрола 

Molar solubilization coefficient  
of resveratrol

Содержание RSV в оптимальной само-
диспергирующейся композиции, % 
RSV content in an optimal self-dispersing 

composition, %

pH 1,2 pH 6,8 pH 1,2 pH 6,8

P188 8400 0,35 ± 0,07 0,42 ± 0,08 1,0 ± 0,2 1,1 ± 0,2

P407 12 600 3,98 ± 0,69 5,68 ± 1,02 6,7 ± 1,2 9,3 ± 1,7

T20 1227 0,33 ± 0,04 0,45 ± 0,06 5,8 ± 0,6 7,7 ± 1,0

T40 1277 0,40 ± 0,07 0,57 ± 0,11 6,6 ± 1,1 9,2 ± 1,8

T80 1310 0,42 ± 0,07 0,58 ± 0,11 6,8 ± 1,2 9,2 ± 1,8

α-CD 972 0,08 ± 0,01 0,13 ± 0,01 1,9 ± 0,3 3,0 ± 0,3

β-CD 1135 0,16 ± 0,03 0,23 ± 0,03 3,2 ± 0,6 4,4 ± 0,6

γ-CD 1297 0,08 ± 0,01 0,12 ± 0,02 1,4 ± 0,2 2,1 ± 0,4

HP-α-CD 1185 0,32 ± 0,04 0,22 ± 0,02 5,8 ± 0,7 4,1 ± 0,4

HP-γ-CD 1576 0,15 ± 0,03 0,29 ± 0,04 2,2 ± 0,4 4,0 ± 0,5

M-β-CD 1312 0,58 ± 0,09 0,77 ± 0,11 9,2 ± 1,4 11,9 ± 1,7

S-α-CD 1572 0,10 ± 0,01 0,12 ± 0,01 1,4 ± 0,2 1,7 ± 0,2

Примечание. В расчете содержания RSV в самодиспергирующейся композиции по уравнению (10) использовалось значение 
молярной массы 228 г / моль. Молекулярные массы солюбилизаторов приведены в соответствии с данными производителей. 
Note. The molar mass value of 228 g / mol was used to calculate the RSV content in the self-dispersing composition according to equation (10). 
The molecular weights of solubilizers are given in accordance with the manufacturers’ data.
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или растворение при высоких температурах в жид-
ких солюбилизаторах. Поэтому наиболее подходя-
щим методом является растворение RSV и солюби-
лизатора в интересующем соотношении в общем 
растворителе с последующим его удалением. В ка-
честве наиболее подходящих растворителей высту-
пают спирты, в которых растворим RSV и легкора-
створимы полоксамеры и полисорбаты [14, 15]. 
Однако в них практически не растворимы немоди-
фицированные ЦД [16], тогда как модифицирован-
ные растворимы умеренно [17]. Поэтому в ряду ЦД 
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последние выступают как технологически наиболее 
привлекательные для использования в качестве со-
любилизаторов RSV.

Заключение
В целом результаты проведенных исследований 

указывают на перспективность разработки препара-
тов с повышенной растворимостью RSV и, как след-
ствие, возможным улучшением его биодоступности 
на основе композиций с такими солюбилизаторами, 
как P407, T80 и модифицированный M-β-CD.
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Влияние производного 5-оксипиримидина 
на рост и метастазирование меланомы B16 
у мышей линии C57BL / 6

Р. В. Журиков, Л. П. Коваленко, С. В. Никитин, А. Д. Дурнев

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фармакологии им. В. В. Закусова»; Россия, 125315, Москва,  
Балтийская улица, 8

К о н т а к т ы :   Руслан Владимирович Журиков zhurikovrv@gmail.com

Введение. Подавление активации альтернативного иммунного ответа является перспективным направлением 
иммунотерапии опухолей. В данной работе было изучено влияние соединения СНК-411 на метастазирование 
и рост меланомы В16.
Цель исследования – оценка противоопухолевой и антиметастатической активности производного 5-оксипири-
мидина СНК-411 на модели меланомы В16.
Материалы и методы. Исследование проводили на мышах С57ВL / 6 с подкожно имплантированной меланомой 
В16-F10. Производное 5-оксипиримидина СНК-411 вводили внутрибрюшинно cо 2-го по 15-й день развития 
опухоли в дозах 10 и 25 мг/кг и в сочетании с однократным введением доксорубицина в дозе 4 мг / кг. Доксо-
рубицин также использовали в качестве положительного контроля при однократном введении в дозе 4 мг / кг 
на  2-й  день  развития опухоли. Противоопухолевую активность определяли по  торможению роста  опухоли, 
антиметастатическую – рассчитывая индекс ингибирования процесса метастазирования (ИИМ).
Результаты. Производное 5-оксипиримидина СНК-411 в дозах 10 и 25 мг / кг, а также в комбинации с однократ-
ным введением доксорубицина в дозе 4 мг / кг проявляло выраженную антиметастатическую активность. ИИМ 
при введении СНК-411 в дозе 10 мг / кг составил 72 %, при введении в дозе 25 мг / кг метастазирование пода-
влялось на 82,9 %. При применении комбинации 14-дневного введения СНК-411 в дозе 10 мг / кг и однократ-
ного введения доксорубицина в дозе 4 мг / кг ИИМ составил 97,1 %; у половины мышей этой группы на 21-й день 
развития  меланомы  B16  метастазы  в  легких  не  были  выявлены.  После  применения  СНК-411  достоверного 
торможения роста опухоли на 21-й день развития меланомы B16 в опытных группах не обнаружено.
Заключение. СНК-411 обладает выраженными антиметастатическими свойствами на модели меланомы B16, 
что требует дополнительного изучения.

Ключевые слова: 5-оксипиримидин, индекс ингибирования метастазирования, меланома, интерлейкин, им-
мунотерапия
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Introduction. Suppression of activation of an alternative immune response is promising approach of tumor immu-
notherapy. In this study we evaluated antitumor and antimetastatic activity of SNK-411.
Objective. Evaluation of antitumor and antimetastatic activity of 5-hydroxypyrimidine derivative SNK-411 in mouse 
melanoma B16 model.
Materials and methods. Antitumor and antimetastatic activity of the SNK-411 were studied in tests on male C57BL / 6 
mice using the B16-F10 melanoma model. SNK-411 was injected intraperitoneally at doses of 10 and 25 mg / kg 
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Введение
Современный этап развития онкологии характе-

ризуется разработкой различных подходов к имму-
нотерапии опухолей. Поступившие в клиническую 
практику ингибиторы контрольных точек противо-
опухолевого иммунного ответа (Anti-CTLA4, Anti-
PD–L1) позволяют эффективно лечить пациентов 
с меланомой, однако ее высокая метастатическая 
активность продолжает оставаться проблемой при ле-
чении поздних стадий заболевания.

Согласно нашим предыдущим исследованиям, 
производное 5-оксипиримидина СНК-411 (2-изобу-
тил-4,6-диметил-5-оксипиримидин) обладает проти-
воопухолевыми свойствами, оказывает иммуностиму-
лирующее действие на NK-клетки и цитотоксические 
Т-лимфоциты у мышей C57BL / 6 и F1 (CBA × C57BL / 6). 
На разных моделях СНК-411 демонстрирует выра-
женное противовоспалительное действие, понижа-
ет содержание плейотропного интерлейкина (ИЛ) 4 
и провоспалительного ИЛ-6 в сыворотке крови у мы-
шей-опухоленосителей C57BL / 6 с эпидермоидной 
карциномой легкого Льюис (LLC), in vitro в кон-
центрации 105 M значимо увеличивает гибель клеток 
линии К-562 (хроническая миелоидная лейкемия), 
индуцированную мононуклеарами периферической 
крови человека [1–3].

Производные пиримидина нашли свое примене-
ние в лечении инфекционных, хирургических, не-
врологических, онкологических и многих других 
заболеваний и представляют собой группу химиче-
ских веществ с широким спектром фармакологиче-
ской активности и высоким профилем лекарственной 
безопасности. В связи с этим данная группа веществ 
и в настоящее время рассматривается как основа 
для синтеза новых фармакологически эффективных 
соединений [4].

Цель исследования – оценка противоопухолевой 
и антиметастатической активности производного 
5-оксипиримидина СНК-411 при его курсовом вве-

дении и в сочетании с однократным введением док-
сорубицина на модели меланомы B16.

Материалы и методы
В отделе химии ФГБНУ «НИИ фармакологии 

им. В. В. Закусова» синтезировано производное 5-ок-
сипиримидина – СНК-411 (2-изобутил-4,6-диме-
тил-5-оксипиримидин) [5]. СНК-411 использовано 
в настоящей работе в виде фармацевтической суб-
станции. В соответствии с методическими указаниями 
по изучению антиметастатических и противоопухо-
левых свойств новых противоопухолевых соединений, 
в данной работе была использована эксперименталь-
ная модель меланомы B16, обладающая высокой спо-
собностью к метастазированию [6–8].

Работа выполнена на 50 мышах-самцах линии 
C57BL / 6, полученных из филиала «Столбовая» ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских технологий Феде-
рального медико-биологического агентства». Живот-
ных содержали в виварии ФГБНУ «НИИ фармако-
логии им. В. В. Закусова» при 12-часовом световом 
режиме, на стандартном сбалансированном брике-
тированном корме, со свободным доступом к пище 
и воде, при естественном освещении и температуре 
воздуха 20–21 °С.

В качестве экспериментальной модели злокаче-
ственного роста была использована модель меланомы 
B16-F10 in vivo, штамм B16-F10 получен из банка 
опухолевых материалов НИИ экспериментальной 
диагностики и терапии опухолей ФГБУ «Националь-
ный медицинский исследовательский центр онколо-
гии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России. Взвесь 
опухолевых клеток меланомы В16-F10 имплантиро-
вали мышам подкожно в область подмышечной впа-
дины по 50 мг в 0,5 мл раствора Хэнкса на мышь. 
Прививочная доза составляла не менее 5 × 106 кле-
ток / мышь. День подкожной прививки клеток опу-
холевого штамма считали нулевым днем развития 
опухоли. В качестве положительного контроля 

from day 2 to day 15 of melanoma development. Doxorubicin was injected at dose of 4 mg / kg on day 2 of tumor 
development to act as positive control. Antitumor and antimetastatic activity were studied by calculation of tu-
mor growth inhibition and metastasis inhibition index (MII).
Results. SNK-411 at doses of 10 and 25 mg / kg and in combination with single injection of doxorubicin in dose 
of 4 mg / kg showed antimetastatic activity. MII in SNK-411 at 10 mg / kg dose was 72 %, at dose of 25 mg / kg was 
82,9 %. The combination of 14-day course of intraperitoneal injections of SNK-411 at dose of 10 mg / kg and injection 
of doxorubicin 4 mg / kg revealed MII 97,1 %, in half of mice in this group metastasis were not observed on 21st day 
of melanoma development. All  results are statistically significant. There was no significant  inhibition of tumor 
growth in all groups.
Conclusion. SNK-411 has antimetastatic activity in tests on melanoma B16 model. Further investigation is required.

Key words: 5-hydroxypyrimidine, metastasis inhibition index, melanoma, interleukin, immunotherapy
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использовали доксорубицина гидрохлорид (ЭБЕВЕ 
ФАРМА Гес. м. б. Х. Нфг. КГ, Австрия), который рас-
творяли в изотоническом растворе натрия хлори-
да и вводили однократно внутрибрюшинно в дозе 
4 мг / кг на 2-й день развития опухоли (через 48 ч 
после прививки опухоли) [6]. По данным литературы, 
доксорубицин в опытах на мышах с меланомой B16 
обладал эффективностью в экспериментальных ис-
следованиях [8]. В ранее проведенных экспериментах 
in vitro на линии клеток хронической миелоидной 
лейкемии К-562 при введении комбинации СНК-411 
и доксорубицина был выявлен аддитивный эффект 
[3]. В настоящее время доксорубицин идентифици-
рован как индуктор иммуногенной клеточной гибели 
с регрессией раковых клеток, вызывающий выра-
женный противоопухолевый иммунный ответ [9], 
поэтому его выбрали для совместного использования 
с СНК-411, который обладает иммунофармакологи-
ческой активностью.

СНК-411 растворяли в 1 % растворе крахмала и вну-
трибрюшинно вводили в дозах 10 и 25 мг / кг в течение 
14 дней со 2-го по 15-й дни развития меланомы В16.

Животных рандомизировали по группам:
 – активного контроля – внутрибрюшинное введе-
ние 1 % раствора крахмала;

 – доксорубицина в дозе 4 мг / кг;
 – СНК-411 в дозе 10 мг / кг;
 – СНК-411 в дозе 10 мг / кг + доксорубицин в дозе 
4 мг / кг;

 – СНК-411 в дозе 25 мг / кг.
Противоопухолевый эффект регистрировали 

на 11, 15 и 21-е сутки развития опухоли. Торможение 
роста опухоли (ТРО,  %) вычисляли по формуле:

ТРО = [(V
к
 – V

о
) / V

к
] × 100,

где V
к
 – средний объем опухолей в контрольной груп-

пе (мм3), V
о 

– средний объем опухолей в опытной 
группе (мм3).

После вскрытия мышей метастазы в легких изу-
чали под лупой с 8-кратным увеличением (Magnifier 
Lamp 8608 E-D ХВ с кольцевой люминесцентной 
подсветкой).

Индекс ингибирования метастазирования 
(ИИМ, %) определяли по формуле:

ИИМ = [(A
к
 × В

к
 – А × В) / A

к 
× В

к
] × 100,

где A
к
 и

 
А – частота метастазирования в легких у мы-

шей контрольной и опытной группы соответственно; 
В

к
 и В – среднее число метастазов в легких в кон-

трольной и опытной группах соответственно.
В случае большого количества метастатических 

узлов оценивали степень метастатического пораже-
ния по общепринятой шкале [10].

Минимальные критерии противоопухолевой ак-
тивности – ТРО ≥50 % [6]. Минимальные критерии 
антиметастатической активности – ингибирование 
процесса спонтанного метастазирования в присут-
ствии первичного опухолевого узла 35–75 % [11].

Статистический анализ полученных данных про-
водили с использованием программы STATISTICA 10. 
Результат выражали в виде среднего арифметичес-
кого и его стандартной ошибки, проверку данных 
на нормальность распределения выборок осущест-
вляли по критерию Шапиро–Уилка, статистическую 
обработку экспериментальных данных проводили 
с помощью непарного t-критерия Стьюдента и кри-
терия Maнна–Уитни. Различия считали достовер-
ными при p <0,05.

Результаты и обсуждение
После окончания курсового введения СНК-411 

в дозах 10 и 25 мг / кг и в сочетании с однократным 
введением доксорубицина статистически значимого 
ТРО на 21-й день развития меланомы B16 в опытных 
группах не обнаружено (табл. 1). Минимальный про-
тивоопухолевый эффект (ТРО = 58,2 %) получен 
на 11-е сутки после применения комбинации СНК-411 
и доксорубицина.

Влияние СНК-411 на процесс метастазирования 
в легких мышей оценивали на 21-е сутки после ино-
куляции меланомы B16 и эвтаназии животных. Ча-
стота метастазирования у животных контрольной 
группы составила 100 %. В контрольной группе у мы-
шей выявили метастазы различных размеров (табл. 2). 
При 14-дневном внутрибрюшинном введении про-
изводного 5-оксипиримидина в дозах 10 и 25 мг / кг, 
а также в комбинации с однократным внутрибрюшин-
ным введением доксорубицина в дозе 4 мг / кг СНК-411 
проявляло выраженную антиметастатическую актив-
ность (см. табл. 2). ИИМ при введении СНК-411 
в дозе 10 мг / кг составил 72 %, при введении в дозе 
25 мг / кг метастазирование подавлялось на 82,9 %. 
При применении комбинации 14-дневного введения 
СНК-411 в дозе 10 мг / кг и однократного введения 
доксорубицина в дозе 4 мг / кг ИИМ составил 97,1 %, 
у половины мышей этой группы на 21-й день разви-
тия меланомы B16 метастазы в легких не были выяв-
лены.

Согласно данным литературы, микроокружение 
меланомы обладает иммуносупрессивными свойства-
ми [12]. На IV (метастатической) стадии развития 
меланомы появляются нарушения иммунного гомео-
стаза в виде повышения уровня цитокинов Th2 (ИЛ-4, 
5, 10 и 13) и снижения уровня цитокинов Th1 (ИЛ-2, 
трансформирующий фактор роста β и интерферон γ), 
что указывает на переход из состояния острого вос-
паления в состояние хронического воспаления [13]. 
Активация альтернативного иммунного ответа, 
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в котором активно участвуют ИЛ-4, 10, 17 [14–18], 
секретируемые клетками в микроокружении опухо-
лей, в частности ТАМ (tumor associated macrophages) 
[13, 15], способствует росту самой опухоли и эпите-
лиально-мезенхимальному переходу клеток опухоли, 
что является ключевым компонентом метастазиро-
вания [16, 17, 19, 20]. При онкологических заболева-
ниях ИЛ-4 действует через STAT6-сигнальный путь, 
увеличивает резистентность к CD95-зависимому 
апоптозу раковых клеток. В микроокружении солид-
ных опухолей обнаружено повышенное содержание 
ИЛ-4, который вызывает активацию развития опу-
холь-ассоциированных иммунодепрессивных макро-
фагов (TAM). В первичной опухоли ТАМ-макрофаги 

Таблица 1. Влияние СНК-411 при внутрибрюшинном введении в разных дозах и совместно с однократным введением доксорубицина на рост 
меланомы В16

Table 1. Effect of SNK-411 intraperitoneal injections course in different doses and in combination with a single injection of doxorubicin on growth of melanoma B16

Группа 
Group

11-е сутки 
11th day

15-е сутки 
15th day

21-е сутки 
21st day

Объем опухоли, мм3 
Tumor volume growth, mm3

Контроль, 1 % раствор крахмала 
Control, 1 % starch solution

896 ± 75,1 2795 ± 597,7 5036,9 ± 643,3

Доксорубицин 4 мг / кг 
Doxorubicin 4 mg / kg

754,8 ± 42,6 2169 ± 399,5 3160,8 ± 647,6

СНК-411 10 мг / кг 
SNK-411 10 mg / kg

861,6 ± 145,8 1781 ± 469,4*ac 5185,5 ± 554,9

СНК-411 10 мг / кг + доксорубицин 4 мг / кг 
SNK-411 10 mg / kg + doxorubicine 4 mg / kg

374,9 ± 115,8*abc 1752 ± 166,2 4779,3 ± 545,4

СНК-411 25 мг / кг 
SNK-411 25 mg / kg

785,3 ± 90,3 2400 ± 390,5 3926 ± 754,3

Торможение роста опухоли, % 
Tumor growth inhibition, %

Доксорубицин 4 мг / кг 
Doxorubicin 4 mg / kg

15,8 22,4 37,25

СНК-411 10 мг / кг 
SNK-411 10 mg / kg

3,8 36,3  – 

СНК-411 10 мг / кг + доксорубицин 4 мг / кг 
SNK-411 10 mg / kg + doxorubicine 4 mg / kg

58,2 37,3 5,11

СНК-411 25 мг / кг 
SNK-411 25 mg / kg

12,4 14,1 22,05

*p <0,05 в сравнении с контрольной группой, критерий Манна–Уитни; ap <0,05 в сравнении с группой доксорубицина 
4 мг / кг, критерий Манна–Уитни; bp <0,05 в сравнении с группой СНК-411  10 мг / кг, критерий Манна–Уитни; cp <0,05 
в сравнении с группой СНК-411  25 мг / кг, критерий Манна–Уитни.
Примечание. Число особей в группах n ≥9. 
*p <0,05 vs control group, Mann–Whithey U-test; ap <0,05 vs doxorubicin 4 mg/kg group, Mann–Whithey U-test; bp <0,05 vs SNK-411 10 mg/kg 
group, Mann–Whithey U-test; cp <0,05 vs SNK-411 25 mg/kg, Mann–Whithey U-test. 
Note. The number of mice in groups n ≥9.

микро окружения под влиянием ИЛ-4 способствуют 
инвазии метастатических опухолевых клеток [14, 16, 
17, 19, 20].

Согласно ранее полученным нами данным на мо-
дели эпидермоидной карциномы легкого Льюис (LLC), 
в группах животных с имплантированной LLC, по-
лучавших СНК-411 в дозах 25 и 50 мг / кг со 2-го по 
8-й день развития LLC, выявлено выраженное сни-
жение уровня ИЛ-4 – в 4 и 3,6 раза соответственно 
и ИЛ-6 – в 2,7 и 1,6 раза соответственно, что корре-
лирует с данными о достоверном ТРО в 1,8 и 2,2 раза 
в эти сроки [2].

По данным литературы, доксорубицин обладает 
 антиметастатическим действием. В механизмах 
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антиметастатического и противоопухолевого действия 
доксо рубицина принимает участие его способность 
индуцировать иммуногенную клеточную смерть [9]. 
Вследствие этого процесса активируются такие клет-
ки, как классические дендритные клетки (cDC) 
и плазмоцитоидные дендритные клетки (pDC). Дан-
ные клетки обладают провоспалительным фенотипом, 
способствуют дифференцировке Т-хелперов (СD4+) 
и цитотоксических лимфоцитов (CD8+), что приводит 
к активации иммунного ответа на опухолевые клетки 
и их элиминации [21].

Противовоспалительные и иммунотропные свой-
ства СНК-411 на разных моделях [1–3] и подавление 
содержания плейоторопного ИЛ-4 и провоспалитель-
ного ИЛ-6 [2], возможно, объясняют антиметастати-
ческое действие СНК-411 в данной работе.

Заключение
После окончания курсового введения СНК-411 

внутрибрюшинно в дозах 10 и 25 мг / кг достоверно-
го ТРО на 21-й день развития меланомы не обна-
ружено. При введении СНК-411 внутрибрюшинно 
в дозе 10 мг / кг ИИМ составил 72 %, в дозе 25 мг / кг – 
83 %, при комбинации 14-дневного введения СНК-411 
в дозе 10 мг / кг и однократного введения доксоруби-
цина в дозе 4 мг / кг ИИМ составил 97 %. На мо дели 
меланомы B16-F10 подтверждено антиметастати-
ческое действие СНК-411, определена аддитивность 
эффекта курсового введения СНК-411 совместно 
с однократным введением доксорубицина. Получен-
ные результаты указывают на перспективность даль-
нейших исследований антиметастатической актив-
ности производного 5-оксипиримидина СНК-411.

Таблица 2. Показатели метастазирования меланомы B16 при курсовом введении соединения СНК-411 в разных дозах и совместно с одно-
кратным введением доксорубицина

Table 2. B16 melanoma metastasis parameters for a course of SNK-411 in different doses and in combination with a single injection of doxorubicin

Группа 
Group

Среднее число 
метастазов

(M ± m) 
Average number  

of metastases 
(M ± m)

Степень поражения легких метастазами,  % 
Degree of lung damage by metastases,  % ИИМ 

на 21-е сутки 
развития

опухоли, % 
MII on 21st day 

of tumor 
development, %

Низкий потенциал 
колонизации легких 

Low lung colonization potential

Высокий потенциал 
колонизации легких 

High lung colonization potential

0 1 2 3 4 5

Контроль, 1 % раствор 
крахмала 
Control, 1 % starch solution

11,4 ± 1,2  – 40 20  – 20 20  – 

Доксорубицин 4 мг / кг 
Doxorubicin 4 mg / kg

3,3 ± 1,2* 33 50  –  – 17  – 80,5

СНК-411 10 мг / кг 
SNK-411 10 mg / kg

3,8 ± 1,7* 17 67  –  – 17  – 72,0

СНК-411 10 мг / кг + док-
сорубицин 4 мг / кг 
SNK-411 10 mg / kg + doxo-
rubicin 4 mg / kg

0,7 ± 0,3*а 50 33  –  – 17  – 97,1

СНК-411 25 мг / кг 
SNK-411 25 mg / kg

3,1 ± 1,3** 38 50  –  – 13  – 82,9

*p <0,05 по непарному t-критерию Стьюдента в сравнении с контролем; **р <0,01 по непарному t-критерию Стьюдента 
в сравнении с контролем; ap <0,05 по непарному критерию Стьюдента в сравнении с СНК-411 10 мг / кг.
Примечание. Число особей в группах n ≥9; ИММ – индекс ингибирования метастазирования. 
*p <0,05 vs control group, unpaired Student t-criterion; **p <0,01 vs control group, unpaired Student t-criterion; ap <0,05 vs SNK-411 10 mg / kg, 
unpaired Student t-criterion. 
Note. The number of mice in groups n ≥9; MII –metastasis inhibition index.
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