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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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Особенности регуляции гепсидина 
и ферропортина у онкологических больных 
(литературный обзор)

В. Н. Блиндарь, Г. Н. Зубрихина, Т. В. Давыдова, М. М. Добровольская

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115522 Москва, Каширское шоссе, 24

К о н т а к т ы :  Валентина Николаевна Блиндарь bld51@list.ru

Введение. Пути приобретения, оттока, хранения и регуляция железа нарушены при раке, что позволяет пред-
положить  то,  что перепрограммирование метаболизма железа – один из центральных аспектов выживания 
опухолевых клеток.
Цель исследования –  обзор  и  обобщение  современных  литературных  данных  об  особенностях  регуляции 
гепсидина, ферропортина и перспективах коррекции метаболизма железа у онкологических больных.
Материалы и методы.  В  работе  представлены  результаты  международных  и  отечественных  исследований 
особенностей метаболизма железа и перспективы коррекции его показателей у онкологических больных. Поиск 
соответствующих источников произведен в системах web of Science, PubMed, Medline, eLibrary.ru за период 
1988–2023 гг. Из проанализированных исследований 61, наиболее актуальное, было использовано для напи-
сания систематического обзора.
Результаты. За последнее десятилетие появилось новое понимание роли белков, в частности гепсидина и фер-
ропортина, которые регулируют клеточное железо, в росте рака, его ангиогенезе и метастазировании. Появля-
ются новые методы лечения с модифицирующими гепсидин стратегиями и стабилизаторами факторов, индуци-
руемых гипоксией, но их терапевтическая эффективность для коррекции метаболизма железа у онкологических 
больных нуждается в оценке и клинических испытаниях.
Заключение. Анализ литературных данных показал высокую актуальность исследований особенностей регуляции 
гепсидина и ферропортина у онкологических больных и необходимость дальнейшего изучения этой проблемы.

Ключевые слова: метаболизм железа, онкологические больные, гепсидин, ферропортин

Для цитирования: Блиндарь В. Н., Зубрихина Г. Н., Давыдова Т. В., Добровольская М. М. Особенности регуляции 
гепсидина и ферропортина у онкологических больных (литературный обзор). Российский биотерапевтический 
журнал 2023;22(3):10–18. DOI: 10.17650/1726-9784-2023-22-3-10-18

Features of regulation of hepcidin and ferroportin in cancer patients (literary review)

Valentina N. Blindar, Galina N. Zubrikhina, Tatiana V. Davydova, Marina M. Dobrovolskaya

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow115522, Russia

C o n t a c t s :  Valentina Nikolaevna Blindar bld51@list.ru

Background. The pathways of iron acquisition, outflow, storage and regulation are disrupted in cancer, which sug-
gests that the reprogramming of iron metabolism is one of the central aspects of the survival of tumor cells.
Aim. Is to review and generalize modern literature data on the regulation of hepcidin, ferroportin and prospects 
for the correction of iron metabolism in cancer patients.
Materials and Methods. The paper presents the results of international and domestic studies of the peculiarities 
of  iron metabolism and the prospects  for  its correction  in cancer patients. The search  for  relevant sources was 
carried out in the web of Science, PubMed, Medline, eLibrary.ru systems for 1988–2023. Of the analyzed studies 61, 
the most relevant, were used to write a systematic review.
Results. Over the past decade, a new understanding has emerged of the role of proteins, in particular hepcidin and 
ferroportin, which regulate cellular iron in cancer growth, angiogenesis and metastasis. New treatment methods 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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with hepcidin-modifying strategies and stabilizers of hypoxia-induced factors are emerging, but their therapeutic 
efficacy for correcting iron metabolism in cancer patients needs to be evaluated and clinical trials.
Conclusion. Analysis of the literature data has shown the high relevance of studies of the regulation of hepcidin 
and ferroportin in cancer patients and the need for further study of this problem.

Keywords: iron metabolism, cancer patients, hepcidin, ferroportin

For citation: Blindar V. N., Zubrikhina G. N., Davydova T. V., Dobrovolskaya M. M. Features of regulation of hepcidin 
and ferroportin in cancer patients (literary review). Rossiyskiy bioterapevticheskiy zhurnal = Russian Journal of Bio-
therapy 2023;22(3):10–18. DOI: 10.17650/1726-9784-2023-22-3-10-18

Введение
Представление о метаболизме железа в опухоле-

вых клетках значительно изменилось за последние 
годы. Многие белки, участвующие в регуляции ме-
таболизма железа, показали высокую экспрессию, 
и они, по-видимому, могут влиять на пролиферацию 
и метастазирование при раке. У онкологических боль-
ных часто выявляют высокий уровень сывороточно-
го гепсидина [1–5].

Цель исследования – обзор и обобщение совре-
менных литературных данных об особенностях регуля-
ции гепсидина, ферропортина и перспективах коррек-
ции метаболизма железа у онкологических больных.

Материалы и методы
В работе представлены результаты международ-

ных и отечественных исследований особенностей 
метаболизма железа и перспективы коррекции его 
показателей у онкологических больных. Поиск соот-
ветствующих источников произведен в системах Web 
of Science, PubMed, Medline, eLibrary.ru за период 
1988–2023 гг. Из проанализированных исследований 
61, наиболее актуальное, было использовано для на-
писания систематического обзора.

Результаты
Гепсидин – гормон, представляющий пептид 

из 25 аминокислот, вырабатываемый в печени, уча-
ствует в регуляции метаболизма и транспорта железа 
в организме, играет важную роль в развитии анемии 
при хронических заболеваниях, обусловленной ак-
тивацией провоспалительных цитокинов у онколо-
гических больных. Исследователи полагают то, 
что специфический цитокин, известный как интер-
лейкин-6 (ИЛ-6), в большинстве случаев стимулиру-
ет выработку гепсидина, хотя последний также может 
вырабатываться в ответ на воспаление путями, не 
связанными с ИЛ-6. Избыток гепсидина приводит 
к тому, что слишком много железа задерживается 
в клетках, снижая количество железа, доступного для 
производства гемоглобина, что приводит к анемии 
с нарушением метаболизма железа. Большинство 
авторов считают, что гепсидин – ключевой фактор, 
влияющий на развитие цитокин-индуцированной 
анемии [1, 3, 6].

В настоящее время разработан и применяется 
в практике сывороточный иммуноферментный ана-
лиз (ИФА) гепсидина. Исследования [6, 7, 8, 9] по-
казали неопределяемые или низкие концентрации 
гепсидина в сыворотке крови у пациентов с железо-
дефицитной анемией (ферритин <10 нг / мл) и ге-
мохроматозом, высокие – у пациентов с воспалени-
ем (С-реактивный белок >10 мг / л), множественной 
миеломой или хроническим заболеванием почек. 
Метод исследования гепсидина с помощью ИФА 
в сыворотке или плазме крови дает точные и воспро-
изводимые результаты, которые надлежащим образом 
отражают физиологические, патологические и гене-
тические процессы, а также информацию об этиоло-
гии заболеваний, связанных с железом.

Ферропортин и гепсидин являются критически-
ми белками для регуляции системного гомеостаза 
железа. Ферропортин – единственный белок с из-
вестным механизмом экспорта внутриклеточного 
железа, не связанного с гемом; его стабильность ре-
гулируется гормоном гепсидином. В работе [10] про-
демонстрировано то, что как ферропортин, так 
и гепсидин экспрессируются в культивируемых эпи-
телиальных клетках молочной железы человека и что 
гепсидин регулирует ферропортин в этих клетках.

Ряд публикаций указывают на то, что централь-
ная передача сигналов гомеостаза железа, ось «гепси-
дин – ферропортин» искаженно регулируются при 
раке. Тем не менее механизмы неправильной регуля-
ции экспрессии связанных с железом генов по этой 
передаче сигналов при раке остаются в значительной 
степени неизвестными. Недавние исследования под-
тверждают то, что нарушение гомеостаза железа при 
раке происходит из-за аномальной регуляции гепси-
дина и ферропортина, оба из которых имеют прогности-
ческое значение у онкологических больных [1, 4].

Избыточная экспрессия гепсидина предотвраща-
ет экспорт железа посредством деградации ферро-
портина, основного клеточного транспортера железа, 
и тем самым увеличивает пул железа в опухолевых 
клетках, помогая им выживать и размножаться [1, 
11]. Сами опухолевые клетки могут быть источником 
этого белка или провоспалительных цитокинов. Ряд 
авторов наблюдали повышенный уровень гепсидина 
при злокачественных опухолях молочной железы 
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по сравнению с доброкачественными заболеваниями 
[6, 11]. В свою очередь, избыток гепсидина может 
снижать всасывание железа из кишечника и блоки-
ровать утилизацию железа в костном мозге. Железо 
может быть в изобилии в костном мозге, но не вса-
сываться и не поступать в кровоток, поэтому оно 
недоступно для эритропоэза (EPO): развивается 
функциональный дефицит железа. Эффективное ле-
чение анемии и восстановление метаболизма железа 
могут привести к улучшению качества жизни и по-
вышению выживаемости больных со злокачествен-
ными опухолями, теоретически – к замедлению про-
грессирования процесса и повышению эффективности 
противоопухолевой терапии [7, 12–15].

Экспериментально доказано то, что повышенная 
продукция гепсидина при воспалениях осуществля-
ется посредством провоспалительных цитокинов, 
наиболее эффективный из которых – ИЛ-6. Показа-
но, что уровень ИЛ-6 часто увеличивается и корре-
лирует с уровнем гепсидина [16, 17]. Вместе с тем на 
ранних стадиях рака, в частности рака молочной же-
лезы, не выявлено тесной корреляции между воспа-
лительными стимулами и увеличением гепсидина, 
о чем свидетельствовало и наше исследование, про-
веденное ранее у 37 больных раком молочной железы 
и у 30 здоровых женщин с помощью ИФА [3, 6, 9]. 
Показатели гепсидина в контрольной группе коле-
бались в пределах 0,8–7,5 нг / мл, в среднем они со-
ставили 4,6±0,06 нг / мл. При этом у больных раком 
молочной железы и железодефицитной анемией зна-
чения гепсидина были ниже 4,6 нг / мл, а при функ-
циональном дефиците железа значительно превышали 
пороговые значения нормы (>25 нг / мл). Следует отме-
тит то, что выявлены статистически значимые более 
высокие значения гепсидина у пациенток c III–IV ста-
дией по сравнению с группой больных с I–II стадией 
рака молочной железы.

В ряде работ отмечена корреляция высокого уров-
ня ИЛ-6 с агрессивным поведением опухоли, небла-
гоприятным гистологическим подтипом и метаста-
тическим потенциалом [17]. Эти наблюдения также 
подтверждены исследованиями пациентов с метаста-
тическим раком молочной железы, где уровень ИЛ-6 
в сыворотке значительно коррелировал с уровнем 
сывороточного гепсидина [18, 19].

Нарушения модуляторов железа при раке вызы-
вают изменения гомеостаза железа. Пути приобрете-
ния, оттока, хранения и регуляция железа нарушены 
при раке, что позволяет предположить то, что пере-
программирование метаболизма железа – один из 
центральных аспектов выживания опухолевых кле-
ток. Железо – важный микроэлемент, способствую-
щий пролиферации и росту клеток. Однако железо 
также участвует в окислительно-восстановительных 
процессах и образовании свободных радикалов. Сле-

довательно, железо может способствовать как ини-
циированию, так и росту опухоли [1–3, 5, 6]. Клини-
ческие исследования обнаружили, что существует 
положительная корреляция между содержанием же-
леза в организме и риском развития опухолей [20–22]. 
При этом в ряде исследований документально под-
тверждено то, что уменьшение поступления железа 
в опухолевые клетки может препятствовать росту 
опухоли на экспериментальных моделях [22] и даже 
у пациентов с различными видами рака [23–25].

Свободное нехелатированное железо вследствие 
его каталитического действия в одной из редокс-ре-
акций (H

2
O

2
 + Fe2+ → Fe3+ OH– + HO) образует ги-

дроксильные радикалы, которые могут вызывать 
гибель клеток в результате пероксидативного повреж-
дения клеточных мембран. Токсичность свободного 
двухвалентного железа объясняется его способностью 
запускать цепные свободно-радикальные реакции, 
приводящие к перекисному окислению липидов 
в биологических мембранах, повреждению структуры 
белков и нуклеиновых кислот [20]. Канцерогенный 
эффект железа может быть обусловлен несколькими 
факторами, такими как гиперпродукция активных 
форм кислорода и свободных радикалов через желе-
зозависимую реакцию Фентона, индукцию транс-
крипционных факторов, чувствительных к окисле-
нию, и провоспалительных цитокинов, а также 
передачу сигналов железо-опосредованной гипоксии 
[26].

Гипоксия в опухолях – прежде всего патофизио-
логическое следствие структурно-функционального 
нарушения микроциркуляции и ухудшения условий 
диффузии. Опухолевая гипоксия, по всей вероятно-
сти, тесно связана с распространением опухоли, зло-
качественной прогрессией и резистентностью к те-
рапии, и таким образом она стала центральной 
проблемой физиологии опухолей и лечения рака [26, 
27]. Гипоксические области, области пониженного 
уровня кислорода в тканях обнаруживаются во мно-
гих солидных опухолях, возникающих в результате 
неупорядоченной сосудистой сети, развившейся 
для снабжения кислородом быстро растущей опухо-
ли. Гипоксия обычно возникает в солидных опухолях 
на расстоянии примерно 100 мкм от функциональ-
ного кровеносного сосуда. Опухоли могут преодолеть 
ограничения пролиферации, вызванные стрессовой 
микросредой, путем стимуляции образования новых 
кровеносных сосудов за счет высвобождения инду-
цируемых гипоксией ангиогенных факторов, таких 
как фактор роста эндотелия сосудов, для развития 
нового кровоснабжения [27, 28].

В условиях гипоксии в опухолевых клетках глу-
бокие изменения претерпевают сигнальные пути, 
регулирующие метаболизм, энергетический обмен, 
пролиферацию, ангиогенез и клеточную гибель. 
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Выраженная адаптация к гипоксии канцерогенных 
клеток позволяет им не только выживать, активно 
расти и делиться, но и проявлять резистентность к те-
рапии. В связи с этим сигнальные пути гипоксии 
и их мишени выступают в качестве многообещающих 
новых мишеней для терапевтических воздействий на 
канцерогенез [29, 30]. У онкологических больных 
гипоксия опухоли приводит к неблагоприятному про-
гнозу [31] из-за возможности повышения злокаче-
ственности, устойчивости как к химиотерапии, так 
и к лучевой терапии, а также повышенной вероятности 
метастазирования [31, 32]. Среди генов, активиро-
ванных при гипоксии, значительный интерес представ-
ляют гены, участвующие в опухолевом ангиогенезе. 
В злокачественных клетках в состоянии кислородно-
го голодания меняется метаболизм, включаются ме-
ханизмы приспособления. В результате гипоксии 
активизируются гены семейства HIF-1 (hypoxia-indu-
cible factors). Эти гены, в свою очередь, могут запустить 
серию молекулярных аберраций, в частности усили-
вается продукция фактора роста эндотелия сосудов 
[30–32].

Снижение активности таких генов тормозит рост 
опухоли. Однако гипоксия не только стимулирует 
образование сосудов в опухолях, но и влияет на вза-
имодействие между опухолевыми клетками, а также 
на их связь с внеклеточным матриксом. Так, установ-
лено то, что гипоксия подавляет экспрессию Е-кад-
герина в эндотелиальных клетках микрососудов. 
Потеря кадгерина, участвующего в межклеточных 
контактах, рассматривается как начальный этап 
в опухолевом прогрессировании. Нарушение меж-
клеточного взаимодействия и потеря контактного 
торможения деления канцерогенных клеток играют 
также важную роль в их последующем метастазиро-
вании. Гипоксия опухоли ответственна за селектив-
ный отбор мутантных и канцерогенных генов [29–32].

Изучение роли железа за последние годы показа-
ло то, что белки, участвующие в метаболизме железа, 
могут быть многофункциональными и способство-
вать развитию злокачественных новообразований 
независимо от их основной роли в метаболизме же-
леза. В то же время гипоксия опухолевой ткани, 
как уже говорилось, при анемии может ассоцииро-
ваться с резистентностью к химио- и лучевой тера-
пии, стимуляцией генетических мутаций и ангиоге-
неза, которые затрудняют контроль опухолевого 
роста. В многочисленных исследованиях с помощью 
многофакторного анализа подтверждена связь низких 
показателей гемоглобина и / или гипоксии опухолевой 
ткани с ухудшением прогноза [33–35]. В ряде иссле-
дований авторы обнаружили повышенный уровень 
гепсидина в сыворотке крови у больных раком мо-
лочной железы, который ассоциировался с развити-
ем анемического синдрома [3, 4, 36]. Снижение 

уровня гепсидина в печени путем введения гепарина 
ограничивало онкогенные свойства опухолевых кле-
ток молочной железы. Исследование доказало то, 
что повышенное содержание железа, костного мор-
фогенетического белка 6 (BMP6) и ИЛ-6 совместно 
способствует синтезу печеночного гепсидина. Костные 
морфогенетические белки (BMPs – bone morphoge-
netic proteins) – группа факторов роста, иногда отно-
симых к цитокинам, первоначально открыты благо-
даря их способности воздействовать на формирование 
кости и хряща. Сегодня известно то, что BMP – одна 
из основных групп морфогенетических сигнальных 
белков, которые организуют построение тканей в ор-
ганизме человека. Важность BMP иллюстрируется 
тем, что нарушения их работы связаны с многочис-
ленными патологиями. Особенно часто нарушения 
регуляции сигнальной системы BMP встречаются 
у онкологических больных [37].

X. N. Shao и соавт. была проведена сравнительная 
оценка диагностической ценности гепсидина, BMP6 
и ИЛ-6 при раке молочной железы и его метастазах 
в кости. Оказалось, что гепсидин имел более высокую 
диагностическую ценность как для рака молочной 
железы, так и для рака молочной железы с метаста-
зами в кости, чем BMP6 и ИЛ-6. Авторы считают то, 
что гепсидин информативен в качестве потенциаль-
ного прогностического маркера для наблюдения 
за пациентами с метастазами рака молочной железы 
в кости [15].

Ряд исследователей [15, 37, 38] придерживаются 
указанной позиции, что повышенное содержание 
железа, BMP6 и ИЛ-6 совместно способствует син-
тезу печеночного гепсидина. Экспрессия гепсидина 
была незначительно увеличена в опухолях молочной 
железы по сравнению с соседними нормальными 
тканями. Напротив, концентрация ферропортина бы-
ла значительно снижена в опухолях молочной железы, 
особенно в злокачественных опухолях, по сравнению 
с нормальными тканями. Повышение концентрации 
ферропортина ингибировало пролиферацию клеток 
in vitro и in vivo, подавляя экспрессию гепсидина в зло-
качественных клетках. Кроме того, авторами было 
продемонстрировано то, что повышенный уровень 
ИЛ-6 совместно с гепсидином усиливает тумороген-
ные эффекты железа за счет увеличения клеточного 
роста. Объединенные данные в целом расшифровали 
механизм, который изменил передачу сигналов оси 
«гепсидин – ферропортин» при раке молочной же-
лезы. Таким образом, нацеливание на передачу сиг-
налов оси «гепсидин – ферропортин» может пред-
ставлять собой многообещающий подход к терапии 
опухолей.

Модуляция гепсидина обещает обнадеживающие 
клинические перспективы. С момента открытия 
гепсидина в 2001 г. активно развивались стратегии, 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%BE%D1%81%D1%82%D0%B8
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A5%D1%80%D1%8F%D1%89
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направленные на коррекцию его избытка или дефи-
цита, причем несколько препаратов уже проходили 
клинические испытания и многие другие находились 
на стадии доклинических исследований [39]. Были 
изучены нейтрализующие антитела к гепсидину [40], 
низкомолекулярные ингибиторы пути BMP / SMAD 
(small mothers against decapentaplegic) [41], технология 
siRNA и антисмысловых олигонуклеотидов [42], 
а также миметики гепсидина (мини-гепсидины) [43], 
которые подавляют или индуцируют экспрессию 
гепсидина.

Существует несколько механизмов воздействия 
на уровень гепсидина в сыворотке: ингибирование 
продукции гепсидина через BMP-путь (секвестрация 
BMP, ингибирование рецепторов BMP, ингибирова-
ние корецепторов BMP) и ингибирование сигналов 
ИЛ-6. BMP – мощные индукторы продукции гепси-
дина. Ингибиторы сигнальной системы BMP могут 
непосредственно секвестрировать внеклеточные 
BMP, предотвращать активацию рецептора BMP 
или ингибировать внутриклеточные SMAD-сигналы. 
Субстраты рецептора BMP I типа включают недавно 
идентифицированное семейство белков – белки SMAD, 
которые играют центральную роль в передаче сигналов 
BMP от рецептора к генам-мишеням в ядре [38]. 
Принимая во внимание важность передачи сигналов 
BMP / SMAD не только в связанной с железом регу-
ляции экспрессии гепсидина, но и в экспрессии 
гепсидина, связанной с воспалением, в доклиничес-
ких исследованиях изучалось влияние ингибиторов 
пути BMP – SMAD на прогрессирование заболева-
ния [38].

Все эти подходы эффективно снижают продукцию 
гепсидина. В частности, ряд авторов полагают, что ге-
парин, являющийся гликозаминогликаном, способен 
непосредственно связываться с BMP [44, 45]. M. Poli 
и соавт. показали: коммерчески доступный гепарин 
ингибирует продукцию гепсидина в клетках гепатоцел-
люлярной карциномы in vitro. Помимо того, гепарин 
эффективно снижает уровень гепсидина в печени в мы-
шиной модели и в сыворотке крови у пациентов на 15–
20 % [46]. Однако из-за антикоагулянтных свойств ге-
парина применение его ограничено. Тем не менее 
работы в этом направлении проводились [47].

Исследование гепарина в качестве антагониста 
гепсидина привело к созданию химически модифи-
цированных gs-гепаринов (glycol-split), которые ха-
рактеризуются сниженной антикоагулянтной способ-
ностью и сохраняют способность снижать продукцию 
гепсидина. Применение gs-гепаринов, снижающих 
продукцию гепсидина, продемонстрировало то, что 
циркулирующий гепсидин, секретируемый печенью, 
оказывает сильное влияние на ферропортин-опосре-
дованный экспорт железа в опухолевых клетках, а де-
фицит гепсидина приводит к увеличению выхода 

железа из опухолевых клеток с последующим пода-
влением роста опухоли [46, 47].

L. Borsig выявил новый ингибирующий эффект 
гепарина на прогрессирование рака молочной желе-
зы за счет подавления гепсидина, который, несо-
мненно, вносит вклад в общие противоопухолевые 
эффекты, опосредованные гепарином; между тем 
раньше этот механизм не был признан [48].

Экспериментально доказана и роль эритрофер-
рона (ERFE – erythroferrone) в снижении высокого 
уровня гепсидина. ERFE является регулятором гоме-
остаза железа, управляемым EPO. ERFE опосредует 
подавление гормона гепсидина для увеличения аб-
сорбции железа и мобилизации железа из запасов. 
ERFE – недавно обнаруженный гормон, высвобожда-
емый из эритробластов, который осуществляет ре-
грессию гепсидина во время EPO. У мышей с дефи-
цитом ERFE наблюдалась отсроченная частичная 
коррекция анемии, вызванная термически обрабо-
танной Brucella abortus [49]. Эти данные говорят о том, 
что введение ERFE может повышать сниженные 
показатели при анемиях, связанных с повышенным 
уровнем гепсидина. Фармацевтическая кампания Sila rus 
Therapeutics (США) продолжает дальнейшее развитие 
ERFE-направленной терапии для лечения нарушений 
метаболизма железа [49, 50]. Секреция ERFE инги-
бирует экспрессию гепсидина путем секвестрации 
нескольких членов семейства BMP для повышения 
доступности железа для EPO [50].

Как уже упоминалось, метаболизм железа кон-
тролируется гепсидином. Продукция гепсидина ин-
дуцируется воспалением и вызывает секвестрацию 
железа в клетках ретикулоэндотелиальной системы, 
подавляя EPO и снижая активность агентов, стиму-
лирующих EPO. По этой причине нейтрализация 
гепсидина была предложена в качестве терапевтиче-
ского лечения анемии. Авторами [51] представлена 
разработка препарата с использованием человеческих 
антител к гепсидину в качестве потенциального те-
рапевтического средства для лечения анемии и других 
нарушений метаболизма железа. Антитело 12B9m 
было сочтено подходящим кандидатом для исполь-
зования в качестве потенциального терапевтическо-
го средства для лечения анемии у пациентов с забо-
леванием почек или раком [51]. Впоследствии было 
доказано, что 12B9m увеличивает уровень железа 
в сыворотке, лечит EPO-рефрактерную анемию при 
совместном назначении EPO в мышиной модели. 
В этой модели лечение 12B9m увеличивало среднюю 
концентрацию гемоглобина в эритроците, а при со-
вместном лечении с EPO дополнительно увеличива-
лись уровни гемоглобина и железа в сыворотке, число 
ретикулоцитов, средний объем эритроцитов [52].

Отдельный подход к коррекции нарушений, свя-
занных с перегрузками железом из-за гепсидина, 
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заключается в нарушении функции гепсидина. Не-
сколько фармацевтических компаний разрабатывали 
терапию, нацеленную непосредственно на гепсидин. 
Так, компания Pieris Pharmaceuticals Inc. (США) ра-
ботала с PRS-080 – антикалином, направленным 
против гепсидина. Антикалины представляют собой 
небольшие лиганд-связывающие белки, основанные 
на липокалиновом каркасе. Антикалины имеют не-
сколько потенциальных преимуществ перед антите-
лами, которые были резюмированы выше. PRS-050 
эффективно нейтрализовали активность гепсидина 
in vitro и в мышиной модели in vivo [53]. Другой анти-
калин, разработанный Pieris Pharmaceuticals Inc., 
хорошо переносился в ходе исследования 1-й фазы. 
Компанией Pieris Pharmaceuticals Inc. было иниции-
ровано испытание 2-й фазы у пациентов с хрониче-
ским заболеванием почек, страдающих от функцио-
нальной железодефицитной анемии [54].

В 2017 г. были доложены результаты 1-й фазы 
клинических испытаний применения препарата 
LY2787106 у пациентов, страдающих анемией, ассо-
циированной с раком. LY2787106 является полностью 
гуманизированным моноклональным антителом 
с высоким аффинностью к человеческому гепсидину. 
В 1-й фазе испытания оценивались безопасность, 
фармакокинетика, фармакодинамика и эффектив-
ность (воздействие на уровень железа в сыворотке, 
ретикулоциты и гемоглобин) этого препарата [55]. 
Кроме того, апробировались антитела против ИЛ-6. 
В настоящий момент установлено, что ИЛ-6 синте-
зируется как нормальными, так и опухолевыми клет-
ками различного гистогенеза. Несколько исследова-
ний основаны на том, что оцениваемый ИЛ-6 связан 
со многими типами опухолей, такими как рак молоч-
ной железы, колоректальный рак, рак легких, рак 
яичников и лимфомы [2–4]. Ряд авторов [2–4, 56] 
считают, что показатели ИЛ-6 коррелируют с агрес-
сивным ростом опухоли и ответом на терапию 
при многих типах рака. Показана возможность ис-
пользования ИЛ-6 в качестве маркера агрессивности 
клинического течения рака яичников. ИЛ-6 может 
способствовать канцерогенезу через несколько ме-
ханизмов, включая подавление апоптоза, выживание, 
пролиферацию, ангиогенез, инвазивность, метаста-
зирование и метаболизм опухолевых клеток. Во вре-
мя воспаления молекулы ИЛ-6, передавая сигнал 
через JAK2 и STAT3, стимулируют продукцию гепси-
дина. Сигнальный путь JAK – STAT представляет 
собой цепочку взаимодействий между белками 
в клетке и участвует в таких процессах, как иммуни-
тет, деление клеток, гибель клеток и образование 
опухоли. Этот путь передает информацию от хими-
ческих сигналов вне клетки к клеточному ядру, что 
приводит к активации генов посредством транскрип-
ции [56].

Терапия, направленная на ИЛ-6, показала эф-
фективность в снижении уровня гепсидина и коррек-
ции анемии. Так, препарат siltuximab (Sylvant™) – хи-
мерное моноклональное антитело, направленное 
против ИЛ-6 и одобренное управлением по санитар-
ному надзору за качеством пищевых продуктов и ме-
дикаментов (FDA – Food and Drug Administration) 
для использования при мультицентрической болезни 
Кастлемана (multicentric Castleman disease). В ретро-
спективном анализе клинического испытания 1-й фа-
зы siltuximab снижает уровень гепсидина в сыворотке 
крови у 97 % пациентов со множественной миеломой 
или болезнью Кастлемана [57]. Полученные данные 
подтверждают возможность использования siltuximab 
(Sylvant™) для лечения анемии хронического воспа-
ления.

Другой препарат – tocilizumab (Actemra®) – пред-
ставляет собой гуманизированное антитело к рецеп-
тору ИЛ-6, одобренное FDA для использования 
при ревматоидном и ювенильном идиопатическом 
артритах. Было показано то, что tocilizumab снижает 
уровень гепсидина в сыворотке у пациентов с болез-
нью Кастлемана. В клинических исследованиях to-
cilizumab предотвращал индуцированную ИЛ-6 экс-
прессию гепсидина в клетках гепатомы in vitro 
и уменьшал у пациентов уровень гепсидина в сыво-
ротке [57].

Еще одна возможность нацелиться на избыток 
железа в опухолевых клетках заключается в индукции 
ферроптоза – железозависимой и управляемой пере-
кисным окислением формы гибели клеток. В ряде 
работ продемонстрировано, что этот тип гибели кле-
ток осуществляется через супрессор опухоли p53, 
что предполагает естественную противоопухолевую 
роль ферроптоза [58, 59].

Примечательно, что особенно резистентные к те-
рапии и толерантные к лекарствам опухолевые клет-
ки склонны к ферроптозу [60, 61]. Так, можно пред-
положить то, что индукторы ферроптоза появятся как 
новые и довольно избирательные противораковые 
препараты.

Заключение
Таким образом, в настоящее время широко при-

знано то, что гомеостаз железа нарушается при мно-
гих видах рака. Действительно, несколько белков 
гомеостаза, в частности гепсидин и ферропортин, 
могут быть ответственны за инициацию, пролифе-
рацию и метастатическое распространение опухо-
лей. Большое количество исследований продемон-
стрировало потенциальную клиническую ценность 
использования этих белков в качестве прогностиче-
ских биомаркеров злокачественности и ответа на 
противораковое лечение. Кроме того, железо, при-
сутствующее в раковых клетках, и важность железа 
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Л И Т Е Р А Т У Р А  /  R E F E R E N C E S

в сигнальных путях гибели клеток ферроптоза побу-
дили к разработке терапевтических стратегий против 
поздних стадий или резистентного рака. В числе наи-
более перспективных будущих направлений для при-
менения модуляторов гепсидина может быть терапия 
онкологических заболеваний. Хотя роль гепсидина 
в стимуляции роста раковых клеток все еще изучает-

ся, известен тот факт, что уровень гепсидина значитель-
но повышен при ряде онкологических заболеваний. 
Использование антагонистов гепсидина для снижения 
деградации ферропортина в опухолевых клетках увели-
чивает отток железа и потенциально уменьшает рост 
опухоли, что, возможно, является новым направлени-
ем применения модуляторов гепсидина.
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Уровни антител к маннозе у больных раком 
желудка (обзор литературы и клинико-
экспериментальное исследование)
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Введение. Гликаны играют важную роль в патогенезе злокачественных новообразований, в том числе при раке 
желудка. В последние годы внимание многих исследователей привлечено к маннозе (Man) – гексозе, которая 
является непременным компонентом всех N-цепей гликопротеинов, участвующих как в нормальных физиоло-
гических, так и в патологических процессах.
Цель исследования – изучение роли факторов врожденного иммунитета и способов воздействия на них по-
средством маннозы и маннозосодержащих гликанов у больных раком желудка.
Материалы и методы. Представлены данные источников литературы с 2006 г. о роли маннозы – одного из клю-
чевых моносахаридов при формировании N-цепей гликопротеинов – и связывающих ее рецепторов (маннозный 
рецептор, маннозосвязывающий лектин, антитела) при раке желудка. Исследования антигликановых антител 
в образцах сыворотки крови 235 больных раком желудка и 76 условно здоровых доноров выполнены с помощью 
гликочипа.
Результаты. Показано, что уровень антител IgM-класса к Manβ – коровой части N-гликанов – у больных раком 
желудка достоверно ниже по сравнению с донорской группой независимо от возраста (p = 0,0001). Для оценки 
влияния  возраста  на  уровни  антигликановых  антител  больные  были  разделены  на  2  подгруппы  –  моложе 
и старше 45 лет. В группе моложе 45 лет достоверные различия по уровням антигликановых антител к Manβ 
сохранялись, в  то время как достоверных различий по уровням антигликановых антител к Manβ1-4GlcNAcβ 
не наблюдали. При сравнении групп больных и доноров старше 45 лет уровни антител к Manβ и Manβ1-4GlcNAcβ 
были достоверно выше только у доноров.
Заключение. Дефицит гуморального иммунитета может быть одним из ключевых звеньев инициации или прогрессии 
канцерогенеза у человека. В нашей работе у больных раком желудка мы выявили дефицит антигликановых антител 
к Manβ и к Manβ1-4GlcNAcβ – коровым фрагментам N-цепей гликопротеинов, причем с возрастом дефицит нарастал. 
Представленные результаты – многообещающая платформа для дальнейших исследований, направленных не только 
на изучение роли антиманнозных антител, но и на разработку подходов к иммунопрофилактике.

Ключевые слова: рак желудка, манноза, антигликановые антитела, N-цепи, IgM
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Introduction. Glycans play an important role in the pathogenesis of malignant neoplasms, including stomach can-
cer. In recent years, the attention of many researchers has been drawn to mannose (Man) – hexose, which is an 
indispensable component of all N-chains of glycoproteins involved in both normal physiological and pathological 
processes.
Aim. To investigate the role of innate immunity factors and ways to influence them through mannose and man-
nose-containing glycans in gastric cancer patients.
Materials and methods. Data on the role of mannose – one of the key monosaccharides in the formation of glyco-
protein N-chains – and its binding receptors (mannose receptor, mannose-binding lectin, antibodies) in gastric 
cancer since 2006 are presented. Levels of anti-glycan antibodies in blood serum samples of 235 gastric cancer 
patients and 76 healthy donors were evaluated using a glycochip.
Results. It has been shown that the level of IgM-class antibodies to Manβ – the core part of N-glycans – in gastric 
cancer patients is significantly lower compared to the donor group, regardless of age (p = 0.0001). To assess the 
effect of age on the levels of antiglycan antibodies, patients were divided into two subgroups – before and after 
45 years. In the group under 45 years of age, significant differences in the levels of antiglycan antibodies to Manβ 
persisted, while significant differences  in  the  levels of antiglycan antibodies  to Manβ1-4GlcNAcβ were not ob-
served. when comparing groups of patients and donors older than 45 years, the levels of antibodies to Manβ and 
Manβ1-4GlcNAcβ were significantly higher only in donors.
Conclusion. Deficiency of humoral immunity may be one of the key factors in the initiation and progression of 
carcinogenesis in humans. In our work, in patients with stomach cancer, we revealed a deficiency of antiglycan 
antibodies to Manβ and to Manβ1-4GlcNAcβ – core fragments of N-chains of glycoproteins, and the deficiency in-
creased with age. The results of the study are a promising platform for further research aimed not only at studying 
the role of anti-mannose antibodies, but also at developing approaches to adoptive immunoprophylaxis.
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Введение
Рак желудка (РЖ) остается одним из самых рас-

пространенных смертоносных заболеваний. Ежегод-
но в мире раком желудка заболевает около 1 млн 
и умирает почти 800 тыс. человек [1]. Хирургическое 
лечение РЖ достигло своего предела. Успехи имму-
нологии и выявление молекул эпидермального фак-
тора роста (EGFR) на клетках РЖ позволили улуч-
шить результаты лечения, однако метастатическая 
форма заболевания по-прежнему неизлечима.

Злокачественная трансформация нормальной 
слизистой желудка – сложный процесс, в котором 
определенную роль играет инфекция Helicobacter pylori. 
Нормальная слизистая желудка покрыта длинными 
углеводными цепями, которые терминируются в том 
числе молекулами, определяющими группы крови 
системы Льюиса. Адгезия H. pylori к этим группоспеци-
фическим антигенам приводит к развитию хрониче-
ского воспаления, которое сопровождается укороче-
нием гликанов, а также появлением сиалированной 
формы (SLeA) наряду с «нормальным» антигеном LeA. 
Также процесс канцерогенеза сопровождается ги-
перэкспрессией муциновых опухолеассоциированных 
антигенов Tn и STn, которые играют ключевую роль 
в повышенной мобильности и инвазии опухолевых 
клеток [2]. Структурный мотив GalNAca является 

неотъемлемым участком всех нормальных муцинов 
человека, как антиген он спрятан глубоко внутри 
углеводных цепей, однако в процессе онкотрансфор-
мации демаскируется и приобретает злокачественный 
потенциал вследствие укорочения углеводных цепей. 
Подобный неполный синтез, а также неосинтез – 
ключевые механизмы онкотрансформации [3]. Не-
полный синтез гликанов с укорочением углеводных 
цепей и появлением опухолеассоциированных анти-
генов (как, например, упомянутые выше STn и Tn) 
чаще встречается на ранних стадиях рака, неосинтез 
(например, SLeA) – на поздних стадиях [4]. Гликаны 
способны изменять конформацию белков, усиливать 
адгезию опухолевых клеток, повреждать передачу 
сигнала внутрь клеток, изменять транспорт гормонов, 
белков внутри клеток, участвовать в ангиогенезе [5]. 
Исследования, посвященные опухолеассоциирован-
ным гликанам, их биосинтезу и рецепторам, привле-
кают внимание клиницистов с позиции поиска 
как маркеров злокачественной трансформации, так 
и потенциальных мишеней для терапии [3].

В последние годы внимание многих исследова-
телей привлечено к маннозе (Man) – гексозе, которая 
является непременным компонентом всех N-цепей 
гликопротеинов, участвующих как в нормальных фи-
зиологических, так и в патологических процессах. 
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Man в составе олигосахаридных цепей распознается 
маннозным рецептором (MR), экспрессированным 
на дендритных клетках и макрофагах, позволяя им 
распознавать маннозосодержащие гликополимеры 
[6], а также мембранонесвязанным маннозосвязыва-
ющим лектином (MBL) – компонентом системы 
врожденного иммунитета, относящимся к семейству 
коллектинов (суперсемейства лектинов С-типа) [7]. 
В данной работе речь пойдет о роли свободной ман-
нозы и о ее рецепторах, в том числе антителах крови 
человека, при раке желудка.

Роль маннозы и маннозосодержащих 
гликанов в прогрессировании рака желудка
В 2018 г. в журнале Nature вышла статья об эф-

фективности использования свободной D-маннозы 
в подавлении роста злокачественных клеток in vivo 
и in vitro [8]. Мыши, получавшие доксорубицин ин-
траперитонеально и маннозу per os, демонстрировали 
лучшую выживаемость по сравнению с животными, 
которых лечили только доксорубицином или маннозой. 
Авторы предположили, что Man транспортируется 
в клетку с помощью тех же механизмов, что и глюко-
за, но нарушает ее (глюкозы) метаболизм внутри 
клетки, что снижает экспрессию белков семейства 
Bcl-2, приводя к гибели опухолевых клеток. Кроме 
того, авторы показали, что чувствительность к Man 
зависит от уровня фермента фосфоманнозоизомера-
зы (PMI). Клетки с низким уровнем PMI чувстви-
тельны к маннозе, с высоким уровнем – резистентны 
к введению этого моносахарида; при этом резистент-
ность можно снизить подавлением функции указан-
ного фермента. Эффекта от добавления других мо-
носахаридов, таких как галактоза, фруктоза, фукоза 
и глюкоза, не наблюдали.

Аденокарцинома пищевода чаще всего развива-
ется в нижней трети пищевода на фоне гастроэзофа-
геальной рефлюксной болезни и по своим биологи-
ческим свойствам напоминает аденокарциному 
желудка. Основываясь на своих предыдущих работах, 
D. Gu и соавт. [9] провели углубленное изучение со-
держания свободной (не входящей в состав сложных 
гликанов) D-маннозы, L-пролина и 3-гидроксибу-
тирата (BHBA) в сыворотке крови 159 больных аде-
нокарциномой пищевода методом жидкостной хро-
матографии-масс-спектрометрии (LC–MS / MS). 
Ранее при исследовании сыворотки крови 30 больных 
раком пищевода и 30 контрольных случаев авторы 
выявили повышение уровней указанных метаболитов. 
Большинство пациентов были мужчинами (91,2 %) 
и курильщиками (74,8 %). Неоадъювантную химио-
лучевую терапию получили 112 (70,4 %) пациентов. 
Больные с высоким уровнем D-маннозы в сыворот-
ке крови демонстрировали пониженный риск смер-
ти по сравнению с пациентами с низким уровнем 

(отношение рисков (OP) 0,44; 95 % доверительный ин-
тервал (ДИ): 0,25–0,77, p <0,01). В этих группах 5-летняя 
выживаемость составила 66,4 % и 44,6 % соответ-
ственно. Медиана общей выживаемости (ОВ) была 
значительно более длительной – больше 123,4 мес – 
в группе больных с высоким содержанием маннозы 
по сравнению с пациентами с низким уровнем ман-
нозы – 36,9 мес (p = 0,01). При анализе безрецидив-
ной выживаемости (БРВ) наблюдали схожую тенден-
цию: риск рецидива был в 2 раза ниже у пациентов 
с высоким уровнем содержания D-маннозы в крови 
(ОP 0,51; 95 % ДИ 0,29–0,91, p = 0,02), 5-летняя БРВ 
составила 69,8 и 46,6 % соответственно, а медиана 
БРВ – более 123,4 мес против 32,9 мес (p <0,01). Кро-
ме того, авторы провели анализ ОВ в зависимости 
от стадий и индекса массы тела (ИМТ). Положитель-
ное влияние повышенного содержания маннозы на 
прогноз сохранялось в зависимости от стадии (ранние / 
 поздние): ОP 0,40; 95 % ДИ 0,16–0,98, p = 0,05 для 
ранних стадий и ОP 0,45; 95 ДИ 0,21–0,92, p = 0,03 
для поздних стадий. У пациентов с ИМТ <30 повы-
шенное содержание уровня D-маннозы ассоцииро-
валось c лучшей выживаемостью (ОP 0,46; 95 % ДИ 
0,22–0,93, p = 0,03), в то время как в группе с ИМТ ≥30 
такой ассоциации не было.

Интересно, что ранее авторы сообщали о повы-
шенном содержании D-маннозы при раке пищевода 
по сравнению со здоровыми донорами и у пациентов 
с поздними стадиями [10]. Авторы пытались объяс-
нить этот факт тем, что LC–MS, с помощью которой 
определяли маннозу, выявляет как свободный моно-
сахарид, так и связанный с MBL. Поскольку низкий 
уровень MBL ассоциировался ранее с низкой выжи-
ваемостью у онкологических пациентов [11], авторы 
предлагают провести исследования по определению 
свободной маннозы и MBL при раке пищевода и дру-
гих опухолях.

Несколько исследований было посвящено изу-
чению влияния маннозы на опухолевые клетки in vitro 
и in vivo. В работе J. Sha и соавт. [12] клетки аденокар-
циномы легкого инкубировали с маннозой, карбопла-
тином и маннозой + карбоплатином. Установлено, 
что манноза достоверно ингибирует пролиферацию 
клеток А549, потенцирует противоопухолевый эф-
фект карбоплатина и усиливает апоптоз опухолевых 
клеток.

В качестве примера комбинированного приме-
нения химиопрепаратов и маннозы можно привести 
исследование Z. Fan и соавт. [13] по использованию 
конъюгатных наночастиц метотрексат-маннозы 
(MTX–Man NPs). Авторы полагают, что такая моле-
кула должна легко распознаваться опухолевой клет-
кой in vitro и in vivo. Было продемонстрировано, 
что MTX–Man NPs лучше накапливаются в опухоле-
вой ткани и усиливают эффекты друг друга [13]. 
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Известно также, что конъюгаты маннозы с фоточув-
ствительными молекулами использовали в качестве 
фотосенсибилизатора для воздействия на клеточную 
линию рака молочной железы [14], а также рака пред-
стательной железы [15].

Маннозосвязывающие рецепторы и их роль 
при раке желудка
Макрофагальный маннозный рецептор. MR играет 

важную роль во врожденном и приобретенном им-
мунитете [16]. Внеклеточная часть этого рецептора 
состоит из нескольких доменов: CR-домена, связы-
вающего сульфатированные углеводы, и 8 лектино-
вых повторов С-типа, лигандами которого являются 
в первую очередь (хотя и не только) манно-глико-
конъюгаты [17].

В исследовании D. Liu и соавт. [18] изучали экс-
прессию MR в опухоли желудка и прилегающей нор-
мальной слизистой у 120 пациентов с РЖ иммуноги-
стохимическим методом. Была продемонстрирована 
сильная реакция в ядрах и цитоплазме опухолевых 
клеток и слабая или негативная реакция в окружаю-
щей слизистой желудка. Пациенты были разделены 
на 2 группы: со слабой и сильной экспрессией MR. 
Экспрессию MR на клетках РЖ наблюдали у 45,8 % 
(n = 54) пациентов, его экспрессию в окружающей 
ткани – у 20,0 % (n = 36) пациентов (p = 0,012). Для 
подтверждения этих результатов сравнили уров-
ни микроРНК, ответственной за экспрессию MR, 
в 30 случаях РЖ и в окружающей слизистой: 19 из 
30 случаев РЖ продемонстрировали 2-кратное пре-
вышение экспрессии этой микроРНК в опухоли при 
максимальном превышении в 14,7 раза. Анализ БРВ 
и ОВ показал, что у пациентов с выраженной экс-
прессией MR в опухоли результаты были значитель-
но хуже по сравнению с пациентами со слабой экс-
прессией (p = 0,001 и p = 0,003 соответственно). 
В однофакторном анализе нарастание экспрессии 
MR прямо коррелировало с размером опухоли, ста-
дией, наличием регионарных метастазов. Не было 
связи с полом, возрастом, локализацией, классифи-
кацией по Лаурену (Lauren), отдаленными метаста-
зами, лимфоваскулярной инвазией. В многофактор-
ном анализе на БРВ влияли стадия, статус 
лимфатических узлов и экспрессия MR, на ОВ – 
статус лимфатических узлов и экспрессия MR. Ав-
торы подчеркивают, что экспрессия MR в обычной 
слизистой остается неясной, однако может отражать 
предраковые изменения.

S. S. Liu и соавт. [19] изучали экспрессию маннозо-
содержащих гликанов и макрофагального MR на 
клетках РЖ и макрофагах в опухоли на парафиновых 
блоках с помощью иммуногистохимического анали-
за. Непораженная слизистая желудка служила в ка-
честве контроля. Гликаны выявляли с помощью лек-

тина Narcissus pseudonarcissus (NPL), а маннозный 
рецептор – антителом к CD206. Установлено, что 
количество NPL-позитивных и MR-позитивных 
 макрофагов достоверно больше в опухоли, чем 
в нормальной прилегающей слизистой. Экспрессия 
 маннозосодержащих гликанов также достоверно 
превалировала в опухолевой ткани. Была выявлена 
слабая отрицательная корреляция между уровнем 
экспрессии и гликанов, и рецептора на макрофагах 
в опухоли (r = −0,363, p = 0,009). Повышенное коли-
чество NPL-позитивных макрофагов в опухоли яви-
лось достоверным благоприятным фактором отда-
ленной выживаемости, а повышенное количество 
MR-по зитивных макрофагов – неблагоприятным. 
Интересно отметить, что определялось лучшее про-
никновение NPL-позитивных макрофагов внутрь 
опухоли, чем MR-позитивных макрофагов. В много-
факторном анализе пораженные лимфатические уз-
лы (p = 0,004) и избыточное количество MR-
позитивных макрофагов (p = 0,033) в опухоли явились 
негативными факторами прогноза ОВ. В то же время 
уровень экспрессии маннозосодержащих гликанов 
на клетках РЖ не влиял на ОВ.

D. Ding и соавт. [20] измеряли концентрацию 
растворимого маннозного рецептора (sMR) и раство-
римого скавенджер-рецептора (sCD163) в сыворотке 
крови 143 больных РЖ, 66 пациентов с доброкаче-
ственными заболеваниями желудка и 59 здоровых 
доноров. Уровни указанных белков были достоверно 
выше у больных РЖ в сравнении с контрольной груп-
пой (p <0,0001). Высокие предоперационные уровни 
sMR и sCD163 достоверно коррелировали с худшим 
прогнозом, наличием регионарных и отдаленных 
метастазов, а также с уровнями опухолевых маркеров 
CEA, CA199, CA72–4, CA125. Авторы подчеркивают, 
что причины полученных результатов не совсем по-
нятны, но они могут отражать слущивание рецепто-
ров с поверхности активных макрофагов и попадание 
их в кровоток. Похожие результаты по повышению 
sMR и sCD163 авторы получили, изучив данные 
163 больных колоректальным раком, при этом мар-
керы определяли не только в крови, но и на парафи-
новых срезах опухоли иммуногистохимическим ме-
тодом [21]. Авторы предположили, что повышенная 
экспрессия MR в опухоли отражает стимуляцию 
М2-макрофагов, которые ответственны за усиление 
опухолевого роста. Эти данные согласуются c иссле-
дованиями H. Zhang и соавт. [22], которые изучали 
М1-(CD11c+) и М2-макрофаги (CD206+) в опухолях 
180 больных РЖ. Повышенное содержание М1-макро-
фагов в опухоли ассоциировалось с достоверно луч-
шей выживаемостью, а повышение количества 
М2-макрофагов достоверно ухудшало прогноз. Ин-
тересно отметить, что экспрессия СD206 также кор-
релировала с классификацией РЖ по Лаурену.
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В целом же большинство исследований М1-макро-
фагов, свидетельствуют о негативном прогнозе при 
увеличении соотношения указанных клеток в опухо-
лях желудка [23].

Маннозосвязывающий лектин. МBL – это лектин 
С-типа, синтезируемый в печени в виде мономеров, 
а в зрелой форме образующий мультимеры вплоть 
до 18-меров [7]. Уровень сывороточной полимериза-
ции MBL – критический фактор, определяющий его 
биологическую активность [24]. Как и другие кол-
лектины, MBL состоит из домена, богатого остатка-
ми цистеина (cysteine-rich domain), коллагеноподоб-
ного домена (collagen-like region), соединительного 
домена (neck region) и домена, связывающего угле-
воды (carbohydrate recognition domain, CRD) [25]. Этот 
лектин является одним из центральных звеньев в ре-
ализации механизмов врожденного иммунитета и за-
действован в первой линии противоинфекционной 
защиты организма человека (лектиновый путь акти-
вации комплемента).

Одним из первых сообщений, посвященных ге-
нетическим полиморфизмам MBL у больных РЖ, 
можно считать публикацию А. Baccarelli и соавт. [26], 
в которой приводятся данные о сравнении 305 слу-
чаев РЖ с 427 случаями контроля в польской попу-
ляции. Дефицит MBL изучали при 6 различных га-
плотипах выявлением аллелей в промоутере гена 
MBL2. Гаплотип HYD ассоциировали с повышенным 
риском развития РЖ по сравнению с наиболее рас-
пространенным гаплотипом HYA (отношение шансов 
(ОШ) = 1,9; 95 ДИ 1,1–3,2; p = 0,021). При анализе 
диплотипов носители YA / D демонстрировали наи-
более высокий риск развития РЖ по сравнению с ди-
плотипом YA / YA (ОШ 3,0; 95 % ДИ 1,2–7,1; p = 0,015). 
Дальнейший анализ по изучению синергизма влия-
ния дефекта MBL2 и интерлейкина 1В (IL-1B) пока-
зал 3,5-кратное увеличение риска (ОШ 3,5, 95 % ДИ 
1,6–7,6; p = 0,001) при сочетании HYD MBL2-гап-
лотипа и IL-1B-генотипа. Авторы полагают, что меж-
ду инфекцией H. pylori, основного канцерогена при 
РЖ, полиморфизмом интерлейкина и геном MBL2 
существует тесная взаимосвязь, которая требует углу-
бленного изучения.

F. Y. Wang и соавт. [27] изучали полиморфизм гена 
MBL2 у 388 больных РЖ и 144 здоровых доноров 
в японской популяции. Полиморфизм в 54-м кодоне 
1-го экзона исследовался с помощью полимеразной 
цепной реакции. Значимых отличий между когортой 
больных и донорами выявлено не было, однако но-
сители аллеля А чаще встречались при распростра-
ненных стадиях РЖ (ОШ 1,68; 95 % ДИ 1,05–2,67; 
p = 0,03) и у пациентов моложе 65 лет (ОШ 1,6; 95 % 
ДИ 1,01–2,52, p <0,05).

В то же время Z. Xie и соавт. [28] в своем мета-
анализе, включавшем 43 опубликованных исследо-

вания, не обнаружили ассоциации между полимор-
физмом гена MBL и РЖ.

Таким образом, результаты исследований роли 
маннозы и маннозосвязывающих белков человека 
показали важность этих компонентов в развитии 
и прогрессии злокачественных опухолей, в частности 
РЖ. В качестве одного из объяснений воздействия 
Man на опухолевый рост может служить предполо-
жение о повышении экспрессии маннозосодержащих 
структур на поверхности мембраны опухолевых и дру-
гих клеток, что облегчает распознавание с помощью 
как MR, так и MBL. Последний запускает лектино-
вый путь активации комплемента, приводящий к рас-
познаванию опухолевой клетки. Также надо иметь 
в виду способность MBL распознавать не только 
маннозу, но и более широкий круг гликоконъюгатов 
(согласно исследованиям Консорциума по функцио-
нальной гликомике: http://www.func tional glycomics. 
com / ), что может отражаться на его функциональной 
активности [7]. Одно из первых исследований уровня 
экспрессии маннозосвязывающего лектина при РЖ 
показало зависимость развития заболевания от по-
лиморфизма гена MBL, что, вероятно, сказывается 
на генетической предрасположенности к этому виду 
онкологии, хотя это и не подтвердилось по результа-
там метаанализа [28]. Выраженная экспрессия MR 
в опухолях желудка являлась фактором неблагоприят-
ного прогноза в китайском исследовании [28]. Экспрес-
сия маннозосодержащих гликанов на макрофагах яв-
лялась благоприятной для пациентов, а экспрессия MR, 
наоборот, связана с неблагоприятным прогнозом, что 
указывает на наличие дополнительных факторов, ко-
торыми могут быть антигликановые антитела.

Антигликановые антитела
В организме человека существуют естественные 

антитела, которые являются частью врожденного 
иммунитета. Многие из этих антител направлены 
к гликанам [29], в том числе и к опухолеассоцииро-
ванным Тn, TF, SiaTn, которые в избытке экспресси-
руются на опухолях желудочно-кишечного тракта 
[30]. Ранее нами были изучены профили антиглика-
новых антител на представительной когорте из групп 
доноров и больных РЖ с помощью PGA (printed gly-
can array) [31]. Среди прочего обнаружено, что зна-
чимая разница между группами наблюдается по ан-
тителам класса М, направленным к производному 
αMan-R (R = NHCOCH

2
NH; p = 0,0038), и антителам, 

направленным к дисахариду Mana1-6Manβ (p = 0,0033). 
При этом уровень IgM к дисахариду пациентов был 
ниже, чем у здоровых доноров, а к αMan-R – выше. 
Mana1-6Manβ – коровая часть N-цепей гликопротеи-
нов, в норме скрыта бисектным GlcNAc, количество 
которого снижается при патологиях желудочно-кишеч-
ного тракта, оголяя коровую Manβ. Было высказано 
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предположение о снижении надзорной функции есте-
ственных антител к Manβ-содержащему дисахариду.

Материалы и методы
В исследование включены 235 пациентов с мор-

фологически верифицированным РЖ (исследуемая 
группа) и 76 доноров (контрольная группа). Доля 
мужчин в 1-й группе составила 53 % (n = 125), во вто-
рой – 67 % (n = 51). Средний возраст пациентов 
на момент постановки диагноза – 61 год (22 больных 
были моложе 45 лет, 213 больных – старше 45 лет), 
доноров – 35 лет (моложе 45 лет – 68 человек, старше 
45 лет – 8 человек). У 16 % больных (n = 37) заболе-
вание диагностировано на I стадии, у 25 % (n = 58) – 
на II стадии, у 33 % (n = 79) – на III стадии и у 26 % 
(n = 61) – на IV стадии.

Для изучения антигликановых антител методом 
PGA у всех пациентов до начала противоопухолево-
го лечения проводили забор периферической крови 
с последующим выделением сыворотки крови. Пе-
риферическая кровь здоровых доноров предоставле-
на локальным биобанком. Добровольное информи-
рованное согласие получено от всех включенных 
в исследование больных и доноров.

Сбор образцов. Образцы сывороток крови соби-
рали в вакуумные пробирки VACUETTE® объемом 
4 мл, размером 13 × 75 мм с активатором свертывания. 
После выдерживания в течение 1 ч при +4 °С образцы 
центрифугировали в течение 10 мин при 2000 × g, полу-
ченную сыворотку аликвотили и хранили при −20 °C.

Анализ с помощью гликочипа. В работе использо-
вали гликочип, содержащий 309 гликанов («Семио-
тик», Россия), который был напечатан, как описано 
O. Blixt и соавт. [32], с некоторыми изменениями. 
Гликочипы печатали с помощью бесконтактного ро-
бота sciFLEXARRAYER S5 (Scienion, Германия) из бу-
фера для печати (300 мM фосфат натрия, pH 8,5, 
содержащий 0,005 % Tween-20) на NHS-активиро-
ванные слайды Slides H (Schott Nexterion, Германия), 
объем капли – 0,9 нл. Концентрация гликанов в бу-
фере для печати была 20 мкМ. Все лиганды печатали 
в 10 повторах. Согласно протоколу производителя 
для блокировки оставшиеся после печати NHS-
группы блокировали в 25 мM этаноламине в 100 мM 
борате, содержащем 0,2 % Tween-20, pH 8,5, в течение 
1,5 ч. Факт иммобилизации лигандов на активиро-
ванные слайды подтверждали с помощью стандарт-
ной плазмы крови человека, а также набора расти-
тельных лектинов (данные не приведены).

Сыворотку крови разбавляли 1:15 в фосфатно-со-
левом буфере, содержащем 0,1 % Tween-20 (0,15 M, 
PBS 0,1 %, pH 7,4) и 1 % BSA, после чего наносили 
на гликочип (предварительно выдержанный в течение 
15 мин в PBS 0,1 %) и инкубировали при повышен-
ной влажности в течение 1 ч при 37 °C. Чип промы-

вали PBS 0,05 % и инкубировали с антителами козы, 
узнающими IgG человека, меченными Alexa647 (раз-
бавление 1:800 в PBS 0,1 %, содержащем 1 % BSA) 
и IgM человека, меченными Cy3 (разбавление 1:1000 
в PBS 0,1 %, содержащем 1 % BSA) (Jackson Immu-
noResearch, США), в течение 1 ч при 37 °С. Чип про-
мывали PBSн0,05 % и деионизованной водой, вы-
сушивали центрифугированием. Флуоресцентные 
сигналы, выраженные в относительных флуоресцент-
ных единицах (RFU) и отражающие уровень антител, 
считывали с помощью флуоресцентного сканера 
микрочипов InnoScan 1100 AL (Innopsys, Франция) 
с разрешением 10 мкм. Полученные изображения 
обрабатывали с помощью программного обеспечения 
ScanArray Express 4.0 (метод фиксированных колец) 
и Microsoft Excel. Для последующего статистическо-
го анализа использовали медиану 10 повторных из-
мерений и отклонение медианы.

Статистический анализ. Межгрупповые сравнения 
проводили, используя U-тест Манна–Уитни с помо-
щью программного обеспечения SPSS версии 17.0 
(США). Значимыми считали различия, если величи-
на p была меньше, чем 0,05.

Собственные результаты
В исследование были включены 235 пациентов 

с морфологически верифицированным раком желуд-
ка (исследуемая группа) и 76 доноров (контрольная 
группа), которых делили по возрасту (моложе и стар-
ше 45 лет). Анализ профиля антигликановых антител 
выполняли с помощью гликочипа (PGA) и проводи-
ли сравнение полученных результатов в различных 
группах. Поскольку ведущую роль в естественной 
защите организма играют антитела класса М, то далее 
рассматривали только IgM. В таблице и на рисунке 
приведены результаты измерений уровня IgM к Manβ- 
содержащим гликанам.

Как видно из таблицы, уровень антигликановых 
антител к Manβ и Manβ1-4GlcNAcβ в общей груп-
пе  больных был достоверно ниже, чем у доноров 
(p = 0,0001 и 0,0075 соответственно). Для оценки вли-
яния возраста на уровни антигликановых антител 
у больных РЖ и доноров мы разделили обе группы на 
2 подгруппы – до и после 45 лет. В группе до 45 лет 
достоверные различия по уровням антигликановых 
антител к Manβ сохранялись (у 68 доноров выше, чем 
у 22 больных), в то время как достоверных различий 
по уровням антигликановых антител к Manβ1-4GlcNAcβ 
не наблюдалось (см. таб лицу и рисунок). При сравне-
нии групп больных и доноров старше 45 лет (n = 213 
и n = 8 соответственно) уровни антител Manβ и Manβ1- 
4GlcNAcβ были достоверно выше только у доноров 
(см. таб лицу и рисунок).

Ведущим естественным фактором, влияю щим на 
концентрацию антигликановых антител у человека, 
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Заключение
Врожденные антитела класса IgM, продуцируе-

мые В1-клетками, – это особая категория антител, 
которые характеризуются полиреактивностью и от-
сутствием V(D)J-рекомбинации по сравнению с ан-
тителами, продуцируемыми В2-лимфоцитами. Более 
того, появление врожденных антител не связано с им-
мунизацией. Аберрантное гликозилирование, заклю-
чающееся, как правило, в укорочении углеводных це-
почек на мембране опухолевых клеток, – частое явление 
у больных РЖ и колоректальным раком [2]. В процессе 
нарушения гликозилирования при опухолевой прогрес-
сии на поверхности клеток появляются опухолеассо-
циированные гликаны, такие как SТn, TF, являющиеся 
коровыми структурами обычных муциновых О-цепей, 
не подвергши еся дальнейшей элонгации. У здорового 
индивидуума измененные олигосахариды распознают-
ся врожденными антителами, инициируя элиминацию 
постоянно появляющихся трансформированных клеток 
(функция надзора). При этом у пациентов с онкологи-
ческими заболеваниями, в том числе желудочно-ки-
шечного тракта, уровень антител к аберрантным гли-
канам часто снижен [30].

В нашей работе у больных РЖ мы выявили дефицит 
антигликановых антител к Manβ и Manβ1-4GlcNAcβ – 
коровым фрагментам N-цепей гликопротеинов, при-
чем с возрастом дефицит нарастал. Такие гликаны, 

Медиана RFU уровня антител класса М к Manβ и к Manβ1-4GlcNAcβ в образцах сыворотки крови больных и здоровых доноров до и после 
45 лет

RFU level median of M class antibodies to Manβ and Manβ1-4GlcNAcβ in blood serum samples of patients and healthy donors under and over the age 
of 45

Гликан 
Glycan

Медиана RFU* (MAD**) 
Median RFU* (MAD**) 

p
Пациенты (n = 235) 

Patients (n = 235) 
Доноры (n = 76) 

Donors (n = 76) 

Manβ 3018 (257) 5590 (443) 0,0001

Manβ1-4GlcNAcβ 3940 (291) 6375 (445) 0,0075

<45 лет 
<45 years

Пациенты (n = 22) 
Patients (n = 22) 

Доноры (n = 68) 
Donors (n = 68) 

 – 

Manb 3563 (339) 6818 (497) 0,0331

Manβ1-4GlcNAcβ 7382 (444) 6791 (490) 0,4851

>45 лет 
>45 years

Пациенты (n = 213) 
Patients (n = 213) 

Доноры (n = 8) 
Donors (v = 8) 

 – 

Manβ 688 (71) 2819 (245) 0,0026

Manβ1-4GlcNAcβ 1366 (176) 3796 (283) 0,0005

*RFU – относительные единицы флуоресценции, отражающие уровень антител; **MAD – абсолютное отклонение 
медианы. 
*RFU – relative fluorescence units reflecting the level of antibodies; **MAD – median absolute deviation.
Примечание. Жирным выделены p <0,05. 
Note. Bold indicates p <0,05.

Уровни антител (выраженные в RFU) к Manβ-содержащим гликанам 
в группах доноров и пациентов с РЖ в возрасте до 45 и после 45 лет. 
*p <0,05

Antibody levels to Manβ-containing glycan in groups of donors and patients 
with gastric cancer under and over the age of 45. *p <0,05

10 000
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2000

0

Возраст <45 / 
Age <45

Возраст >45 / 
Age >45

?

Manβ Manβ Manβ1-4GlcNAcβ Manβ1-4GlcNAcβ

  Доноры / Donors
  Больные раком желудка / Gastric cancer patient

является не только возраст, но и пол, однако, учиты-
вая малочисленность выборки здоровых доноров, 
проведение более детального анализа не представля-
лось возможным. Также отметим, что анализ прово-
дился без учета поправки на множественность срав-
нений.
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по-видимому, можно отнести к опухолеассоциирован-
ным. Обнаруженный низкий уровень антиманнозных 
IgM у больных РЖ подтверждает наши более ранние 
сообщения [31, 33], а также согласу ется с данными других 
исследователей о дефиците врожденного звена иммуни-
тета, связанного с маннозой, при этой патологии [26].

Представленные данные в совокупности позво-
ляют предположить, что пациенты с РЖ испытывают 
дефицит естественного иммунитета, что приводит 
к нарушению элиминации опухолевых клеток, кото-
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мРНК гена OY-TES-1 в периферической крови 
и опухоли при колоректальном раке
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Введение. Одним из раково-тестикулярных генов является ген OY-TES-1, кодирующий проакрозинсвязывающий 
белок. Известно об экспрессии этого гена в опухолевых клетках.
Цель исследования – определение частоты обнаружения матричной рибонуклеиновой кислоты (мРНК) OY-TES-1 
в периферической крови и опухолевых очагах больных колоректальным раком (КРР) в сопоставлении с клини-
ческими особенностями течения заболевания для оценки потенциальной мониторинговой значимости данного 
показателя.
Материалы и методы. Использован метод определения мРНК OY-TES-1 на основе полимеразной цепной реак-
ции с обратной транскрипцией, и проведена оценка частоты встречаемости мРНК OY-TES-1 в периферической 
крови и опухолевых очагах 66 больных КРР, а также в крови здоровых волонтеров с помощью построения таблиц 
сопряженности, использования критерия χ2 и точного критерия фишера.
Результаты. В периферической крови здоровых волонтеров мРНК OY-TES-1 не обнаруживалась. В крови боль-
ных КРР мРНК OY-TES-1 выявлена в 13,6 % случаев. В опухолях она обнаруживалась в 60,6 % случаев. В крови 
и опухолевых очагах больных КРР мРНК OY-TES-1 выявлялась статистически значимо чаще на III и IV стадиях, 
чем на I и II стадиях (в 11,0 и 4,5 раза соответственно), а также многократно чаще при опухолях с низкой сте-
пенью  дифференцировки,  чем  при  высокодифференцированных  опухолях.  У  больных  КРР  мРНК  OY-TES-1 
в опухолях при метастазах в органах и лимфатических узлах обнаруживалась многократно чаще, чем при их от-
сутствии (в 16,4 и 17,4 раза соответственно).
Заключение. Полученные данные свидетельствуют об отсутствии мРНК гена OY-TES-1 в крови здоровых лиц 
и появлении мРНК гена OY-TES-1 в крови больных КРР. Показана возможность использования теста на наличие 
в крови мРНК гена OY-TES-1 в качестве дополнительного информативного мониторингового показателя при КРР.

Ключевые слова: OY-TES-1, раково-тестикулярные гены, колоректальный рак, полимеразная цепная реакция 
с обратной транскрипцией.
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Background. One of the testicular cancer genes is the OY-TES-1 gene, which encodes a proacrosin-binding protein. 
This gene is known to be expressed in tumor cells.
Aim. To determinate the detection frequency of OY-TES-1 matrix ribonucleic acid (mRNA) in the peripheral blood 
and tumor of patients with colorectal cancer (CRC) in comparison with the clinical features of the course of a dis-
ease in order to assess the potential monitoring significance of this indicator.
Materials and methods. A  method  for  determining  the  level  of  OY-TES-1  mRNA  based  on  reverse  transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR). The detection frequency of mRNA OY-TES-1 gene in blood and tumor samples 
of 66 patients with CRC, as well as the blood of healthy volunteers, was evaluated.
Results. In the peripheral blood of healthy volunteers, no OY-TES-1 mRNA was detected. In the blood of CRC pa-
tients, OY-TES-1 mRNA was detected in 13.6 % of cases. In tumors, it was found in 60,6 % of cases. OY-TES-1 mRNA 
in the blood and in tumor of patients with CRC was detected statistically significantly more often at stages III and 
IV than at stages I and II (11,0 and 4,5 times, respectively), and also many times more often in tumors with a low 
degree of differentiation than with highly differentiated tumors. In patients with CRC, the OY-TES-1 mRNA in tu-
mors with metastases in organs and lymph nodes was detected many times more often than in tumors without any 
metastases (by 16,4 and 17,4 times respectively).
Conclusion. The data obtained indicate the absence of mRNA OY-TES-1 gene in the blood of healthy individuals, 
the appearance of mRNA OY-TES-1 gene in the blood of CRC patients, and the possibility of using the detection of 
mRNA OY-TES-1 gene in the blood as an additional informative monitoring marker for colorectal cancer.

Keywords: OY-TES-1, cancer-testis genes, expression level, colorectal cancer, reverse transcription polymerase chain 
reaction
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Введение
Раково-тестикулярные гены (сancer / testis, СТ) 

представляют собой группу генов, экспрессия кото-
рых в норме характерна только для репродуктивных 
тканей (тестикул), эмбриональных тканей и стволо-
вых клеток. При злокачественной трансформации 
клеток и тканей повышается экспрессия некоторых 
СТ-генов, локализованных на Х-хромосоме [1]. 
При тяжелых стадиях опухоли увеличивается спектр 
экспрессируемых СТ-генов и уровень их экспрессии. 
Наблюдается сильная вариация в уровнях экспрессии 
СТ-генов в зависимости от типа опухоли. При коло-
ректальном раке (КРР) повышается экспрессия ряда 
СТ-генов, уровень которой зависит от степени диф-
ференцировки опухоли и наличия метастазов. Экс-
прессия некоторых СТ-генов, таких как MAGE-C1 
и XAGE-1, ассоциируется с благоприятным прогнозом 
КРР, а например MAGE-А (1-6) и SSX1, 2, 4 и др. – 
с плохим прогнозом КРР [2, 3].

Одним из новых СТ-генов, информативных 
и перспективных для мониторинга КРР, является ген 
OY-TES-1, известный под названием акрозинсвязы-
вающий белок (ACRBP). В норме матричная рибо-
нуклеиновая кислота (мРНК) OY-TES-1 экспресси-
руется в сперматогониях и яичниках, участвуя 
в сперматогенезе и оплодотворении [4]. В соматиче-
ских тканях были обнаружены лишь следы мРНК 
OY-TES-1, тогда как в различных опухолях мРНК 
этого гена обнаруживалась с высокой частотой. Изу-
чена экспрессия OY-TES-1 в мезенхимальных ство-
ловых клетках [5], в клетках гепатоцеллюлярной 

карциномы [6], при раке яичников [7], раке молочной 
железы [8], показано влияние OY-TES-1 на процессы 
клеточного роста, клеточную миграцию, апоптоз, 
митоз и пролиферацию раковых клеток [5–7]. Им-
муногистохимические исследования (ИГХ) и метод 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) продемонстри-
ровали полное отсутствие экспрессии OY-TES-1 в тка-
нях здорового кишечника, здоровой печени и цир-
розной печени [6, 9]. Опубликованы всего 2 работы 
по изучению экспрессии OY-TES-1 при КРР. Пока-
зана зависимость между экспрессией гена OY-TES-1 
и степенью опухолевой инвазии в образцах КРР [9]. 
Нокдаун гена OY-TES-1 способствовал уменьшению 
канцерогенности опухоли и повышению степени 
дифференцировки клеток [10]. Однако при КРР оста-
лась неизученной связь между мРНК OY-TES-1 и кли-
ническими характеристиками течения заболевания. 
Неясно также, присутствует ли мРНК OY-TES-1 в пе-
риферической крови больных и как это связано со ста-
дией развития опухоли, степенью дифференцировки 
и локализацией опухоли, наличием метастазов.

Цель настоящей работы – определение частоты 
обнаружения мРНК OY-TES-1 в периферической 
крови и опухолевых очагах больных КРР в сопостав-
лении с клиническими особенностями течения забо-
левания для оценки потенциальной мониторинговой 
значимости данного показателя.

Материалы и методы
Материалом для исследований послужили образ-

цы периферической крови и опухоли 66 больных КРР, 

https://bioterapevt.elpub.ru/index.php/jour/search/?subject= cancer-testis genes
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поступивших на лечение в областной онкологиче-
ский диспансер г. Нижнего Новгорода, и образцы 
периферической крови 5 здоровых волонтеров. Кли-

нические данные больных КРР и патологические 
характеристики исследованных образцов приведены 
в табл. 1.

Таблица 1. Частота обнаружения мРНК гена OY-TES-1 в опухолевых очагах и крови больных КРР

Table 1. Frequency of OY-TES-1 mRNA detection in tumor and blood samples of CRC patients

Параметр 
Parameter

Абсолютное и от-
носительное (%) 

 количество образцов 
Absolute and relative (%) 

number of samples

Частота обнаружения мРНК гена OY-TES-1 (%) 
Frequency detection of mRNA OY-TES-1 gene (%) 

Опухолевый очаг 
Tumor

Кровь 
Blood

Все пациенты / All patients 66 (100,0) 60,6 13,6

Возраст, лет 
Age, years

<55 16 (24,0) 58,0 25,0

55–65 23 (35,0) 59,0 7,0

≥65 27 (41,0) 64,0 16,0

Пол 
Gender

Мужской 
Male

29 (44,0) 72,4 17,2

Женский /  
Female

37 (56,0) 51,3 10,8

Локализация 
опухоли 
Tumor 
localization

Ампулярный отдел прямой 
кишки 

Ampulla of the rectum
34 (51,5) 59,0 12,0

Сигмовидная кишка 
Sigmoid colon

16 (24,2) 58,0 17,0

Ободочная кишка 
Large intestine

10 (15,1) 70,0 10,0

Слепая кишка 
Cecum

6 (9,2) 60,0 10,0

Стадия забо-
левания 
Stage of the 
disease

I–II 24 (36,1) 8,0 4,3

III–IV 42 (63,9) 88,0* 18,6

Степень 
дифференци-
ровки 
Differentiation 
degree

Высокая 
High

5 (7,6) 20,0 0,0

Умеренная 
Moderate

42 (63,6) 60,0** 7,1

Низкая 
Low

19 (28,8) 73,6** 31,5

Противо-
опухолевая 
терапия 
Anticancer 
therapy

После лучевой, химио- 
или комбинированной 

терапии 
After radiation, chemo- or 

combination therapy

15 (22,5) 50,0 17,0

Без противоопухолевой терапии 
Without anticancer therapy

51 (77,5) 77,0 13,0

*Статистически значимые различия по сравнению с опухолевыми очагами на ранних (I+II) стадиях (р <0,05). **Стати-
стически значимые различия в частоте обнаружения мРНК гена OY-TES-1 в опухолевых очагах по сравнению с высоко-
дифференцированной опухолью (р <0,05). 
*Statistically significant differences compared with tumor at early (I+II) stages (p <0,05). **Statistically significant differences in the detection 
frequency of mRNA of the OY-TES-1 gene in tumor in comparison with a highly differentiated tumor (p <0,05).
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Кроме того, учтены данные о противоопухолевой 
терапии, которую получили 15 (22,5 %) из 66 пациен-
тов. Забор крови у больных ККР проводили до опера-
ции, а образцы опухоли были получены при резекции 
опухоли. Из образцов периферической крови и опу-
холевых очагов выделяли суммарную РНК методом 
фенол-хлороформной экстракции [11]. Для удале-
ния контаминирующей геномной ДНК полученный 
препарат дополнительно обрабатывали ДНКазой I 
(Thermo Fisher Scientific Inc., США) согласно реко-
мендациям производителя. Затем образцы выделенной 
РНК хранили при –20 °С до начала постановки ПЦР 
с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). На основе 
данных о нуклеотидной последовательности, предо-
ставленных ресурсом https://www.ncbi.nlm.nih.gov / 
 nucleotide / в разделе nucleotide под регистрационным 
номером NM_032489.3, а также с помощью пакета 
программ Lasergene (США) сконструированы спе-
цифические праймеры для определения мРНК гена 
OY-TES-1 (табл. 2).

Таблица 2. Нуклеотидные последовательности использованных 
праймеров

Table 2. Nucleotide sequences of primers used

мРНК 
mRNA

Название 
праймера 

Primer name

Нуклеотидная последовательность
праймера (5’–3’) 

Nucleotide sequence of primer (5’–3’) 

HPRT
F CTGAAGAGCTATTGTAATGA

R TTATATCCAACACTTCGTGG

OY-
TES-1

OY-F TCCTTggTTTCgggAAgTCggTCTg

OY-R CggAAggTgTCCCgCATgAgATgTC

При составлении олигонуклеотидных последо-
вательностей учтены длины интронных участков. 
Для расчета температуры отжига праймеров прини-
мали за исходную температуру, рассчитанную с по-
мощью программы Oligo Calculator V10 (Россия) 
и впоследствии оптимизированную опытным путем. 
Праймеры для гена OY-TES-1 синтезировали в ком-
пании ЗАО «Синтол» (Россия). Сконструированные 
праймеры использовали в постановке ОТ-ПЦР с це-
лью синтеза и амплификации кДНК гена OY-TES-1 
в образцах крови и опухоли больных КРР. Для стан-
дартизации количества кДНК матрицы, полученной 
после реакции ОТ, и проверки специфичности ПЦР 
использовали ген «домашнего хозяйства» HPRT 
(Hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase), при-
сутствующий во всех клетках человека (см. табл. 2). 
Пробы, содержащие мРНК HPRT, использовали 
для детекции мРНК OY-TES-1 методом однораундо-
вой ПЦР. Реакцию ПЦР проводили в объеме 24 мкл 
на микропробирку (23 мкл реакционной смеси, 1 мкл 

кДНК). Полученную реакционную смесь перемеши-
вали и центрифугировали, затем поверх смеси нано-
сили 1–2 капли минерального масла. Далее в ампли-
фикаторе «Терцик» (ЗАО «НПФ «ДНК-Технология», 
Россия) проводили амплификации со следующими 
условиями: 94 °С – 1 мин (предварительная денату-
рация с использованием Taq Polymerase), 40 циклов 
(94 °С – 30 сек, 60 °С – 30 сек, 72 °С – 40 сек, 72 °С – 
5 мин). Детекцию результатов ОТ-ПЦР осуществля-
ли с помощью электрофореза в агарозном геле (1,5 %) 
в присутствии бромида этидия в концентрации 5 мкг / мл. 
Электрофореграмма результатов детекции мРНК 
 OY-TES-1 представлена на рис. 1.

Расчетная длина продукта ПЦР составила 421 п. о. 
Специфичность реакции подтверждали путем опре-
деления первичной структуры полученных фрагмен-
тов кДНК на генетическом анализаторе ABIPrism 3130 
(Applied Biosystems, США) с использованием набо-
ров реагентов DNA Extraction Kit (Fermentas, Латвия) 
и Big Dye Terminator (Applied Biosystems, США).

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием пакета программ Statistica 8.0. Об-
наружение мРНК гена OY-TES-1 оценивали как ка-
чественный признак – «есть» или «нет». Для анализа 
качественных признаков построены и проанализиро-
ваны таблицы сопряженности. Для сравнения частоты 
встречаемости гена OY-TES-1 и проверки наличия 
статистической взаимосвязи между относительной 
частотой встречаемости гена OY-TES-1 и клинически-
ми показателями больных КРР применяли критерий χ2 

и точный критерий Фишера. Анализ ассоциации 2 ка-
чественных признаков сводили к проверке гипотезы 
о независимости признаков. После построения таблиц 
сопряженности проводили их анализ и вычисляли ме-
ры ассоциации (сопряженности). Для статистически 
значимо связанных признаков проведен попарный 
анализ и оценена сила связи между 2 зависящими при-
знаками с помощью коэффициента Крамера (от 0 
до 1). Все виды статистического анализа выполнены 

Рис. 1. Электрофореграмма с результатами постановки полимераз-
ной цепной реакции с обратной транскрипцией:1 – образец крови, 
содержащий мРНК гена OY-TES-1; 2, 3 – образцы крови, в которых 
мРНК OY-TES-1 не обнаружена; 4 – маркер длины фрагментов 
от 400 до 1000 п. н.

Fig. 1. Electropherogram with the results of reverse transcription polymerase 
chain reaction:1 – blood sample containing OY-TES-1 mRNA; 2, 3 – blood 
samples in which OY-TES-1 mRNA is not detected; 4 – fragment length 
marker from 400 to 1000 bp.
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на уровне значимости 5 %, т. е. нуль-гипотеза отвер-
галась при р <0,05.

Результаты
Анализ частоты обнаружения мРНК гена OY-TES-1 

в опухолевых очагах и периферической крови 66 боль-
ных КРР до резекции опухоли показал, что мРНК 
гена OY-TES-1 чаще обнаруживалась в опухо левых 
очагах по сравнению с образцами крови (60,6 и 13,6 % 
соответственно). Тандемное обнаружение мРНК ге-
на OY-TES-1 в образцах опухоли и крови наблюдали 
у 10,6 % больных. В крови здоровых волонтеров 
 мРНК OY-TES-1 не обнаруживали. Статистически 
значимой связи между полом пациентов и частотой 
обнаружения мРНК гена OY-TES-1 не установлено 
(р >0,05). Тем не менее наблюдали выраженную тен-
денцию к повышению частоты обнаружения мРНК 
гена OY-TES-1 в опухолевых очагах и крови у мужчин 
по сравнению с женщинами. Статистически значи-
мых изменений в частоте обнаружения мРНК гена 
OY-TES-1 в образцах опухолевых очагов и крови в за-
висимости от возраста не выявлено (р >0,05). Однако 
наблюдали тенденцию к снижению частоты обнару-
жения мРНК гена OY-TES-1 в крови при увеличении 
возраста больных (см. табл. 1).

При исследовании связи между частотой выяв-
ления мРНК OY-TES-1 и локализацией опухоли уста-
новлено, что самая высокая частота обнаружения 
мРНК гена OY-TES-1 зафиксирована в образцах опу-
холи ободочной кишки (70,0 %), а самая низкая ча-
стота обнаружения мРНК гена OY-TES-1 – в образцах 
опухоли сигмовидного и ампулярного отделов киш-
ки (58,0 и 59,0 % соответственно). Однако статисти-
чески значимая связь между частотой обнаружения 
мРНК гена OY-TES-1 и локализацией опухоли отсут-
ствует (р >0,05). В образцах периферической крови 
больных КРР зафиксирована сходная частота обна-
ружения мРНК гена OY-TES-1 при локализации опу-
холи в сигмовидной, слепой, ободочной кишке и ам-
пулярном отделе прямой кишки.

Оценка частоты обнаружения мРНК гена OY-TES-1 
в зависимости от стадии заболевания показала, что 
в опухолевых очагах мРНК гена OY-TES-1 статисти-
чески значимо обнаруживали в 11 раз чаще на поздних 
(III+IV) стадиях опухоли по сравнению с ранними 
(I+II) стадиями (р <0,0001), но частота обнаружения 
их мРНК в образцах крови имела лишь тенденцию 
к повышению (р >0,05) (см. табл. 1). Повышение ста-
дии развития опухоли было сопряжено с повышением 
частоты обнаружения мРНК гена OY-TES-1 в образцах 
опухолевых очагов больных КРР. Значение коэффи-
циента Крамера было равно 0,61 для гена OY-TES-1, 
что соответствует средней силе связи.

При сравнении частот обнаружения мРНК OY-TES-1 
в опухолях с разной степенью дифференцировки кле-

ток было показано, что мРНК гена OY-TES-1 полно-
стью отсутствует в периферической крови больных 
КРР с высокой степенью дифференцировки (0 %), 
но с уменьшением степени дифференцировки опу-
холи частота обнаружения мРНК этого гена в крови 
имеет тенденцию к повышению от 0 до 7,1 % в уме-
ренно-дифференцированных и от 0 до 31,5 % в низко-
дифференцированных опухолевых образцах (р >0,05). 
В образцах опухоли больных КРР наблюдали стати-
стически значимое повышение частоты обнаружения 
мРНК гена OY-TES-1 – до 73,6 % (р = 0,023) – при 
снижении степени дифференцировки (см. табл. 1). 
Снижение степени дифференцировки опухоли было 
сопряжено с повышением частоты обнаружения мР-
НК гена OY-TES-1 в образцах крови больных КРР. 
Значение коэффициента Крамера для гена OY-TES-1 
было равно 0,33, что соответствует слабой силе связи.

У больных КРР без метастазов наблюдали низкую 
частоту обнаружения мРНК OY-TES-1 как в опухо-
левых очагах, так и в образцах крови (около 5 % слу-
чаев). Тестирование опухолевых очагов показало 
более высокую частоту выявления мРНК OY-TES-1 
как при метастазах в органах (в 16,5 раза по сравне-
нию с отсутствием метастазов, р <0,0001), так и при 
метастазах в лимфатических узлах (в 17,4 раза по 
сравнению с отсутствием метастазов, р <0,0001). В пе-
риферической крови наблюдалась лишь тенденция 
к повышению частоты обнаружения мРНК OY-TES-1 
у больных с метастазами в органах по сравнению 
с больными без метастазов (р >0,05). При наличии 
метастазов в лимфатических узлах мРНК OY-TES-1 
не выявлялась (рис. 2).

Анализ связи между обнаружением мРНК OY-TES-1 
и характером метастазирования показал, что наличие 
метастазов в лимфатических узлах сопряжено с повы-
шением частоты обнаружения мРНК гена OY-TES-1 
в образцах опухолевых очагов больных КРР. С помо-
щью коэффициента Крамера была определена сила 
связи между обнаружением мРНК гена OY-TES-1 
и характером метастазирования. Коэффициент Кра-
мера для гена OY-TES-1 был равен 0,75, что соответ-
ствует сильной связи.

Кроме того, в опухолевых очагах больных КРР, 
получивших противоопухолевую терапию (лучевую, 
химио- или комбинированную химиолучевую тера-
пию), частота обнаружения мРНК гена OY-TES-1 
имела тенденцию к снижению по сравнению с часто-
той обнаружения мРНК гена OY-TES-1 у больных, не 
получивших противоопухолевую терапию (р >0,05). 
Обратная ситуация наблюдалась в образцах перифе-
рической крови. Так, у больных, получивших про-
тивоопухолевую терапию (лучевую, химио- или ком-
бинированную химиолучевую терапию), частота 
обнаружения гена OY-TES-1 имела тенденцию к по-
вышению по сравнению с частотой обнаружения 
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мРНК этого гена у больных, не получивших никакой 
противоопухолевой терапии (р >0,05) (см. табл. 1).

Обсуждение
Ранее было показано, что мРНК OY-TES-1 обна-

руживается при КРР в опухолевых клетках. Получен-
ные нами результаты соответствуют данным L. Bin 
и соавт., которые обнаружили мРНК OY-TES-1 в опу-
холях больных КРР в 73,3 % случаев [9]. Проведенное 
нами сравнение частоты обнаружения мРНК OY-TES-1 
у больных КРР с разной степенью тяжести болезни 
показало, что на поздних стадиях развития опухоли 
и при низкодифференцированных опухолях она мо-
жет достигать 88 %. Метастазирующие опухоли так-
же характеризуются высокой частотой экспрессии 
мРНК OY-TES-1, которая была на порядок выше, 
чем у больных КРР без метастазов.

Кроме того, продемонстрировано наличие мРНК 
OY-TES-1 не только в опухоли, но и в крови больных 
КРР. Частота выявления мРНК OY-TES-1 в перифе-
рической крови была значительно ниже, чем в опу-
холевых очагах. Однако у каждого 3-го больного КРР 
с метастазами обнаруживалась мРНК OY-TES-1. Ча-
ще всего ее находили в крови при одновременном 
выявлении в опухоли. Но в 2 случаях мРНК OY-TES-1 
обнаружили только в крови, что, вероятно, связано 
с высокой гетерогенностью опухолей по экспрессии 
гена OY-TES-1, и взятый для анализа участок опухоли 
мог не содержать клеток, экспрессирующих OY-TES-1. 
Сходные случаи известны для других раковоассоци-
ированных генов [1]. Выход мРНК OY-TES-1 в кровь 

может быть связан с разрушением части опухолевых 
клеток в процессе опухолевого роста или с секреци-
ей опухолевыми клетками внеклеточных везикул, 
несущих мРНК. Заметим, что противоопухолевая 
терапия приводила в наших наблюдениях к тен-
денции к снижению частоты встречаемости мРНК 
 O Y-TES-1 в опухолевых очагах и тенденции к повы-
шению частоты ее обнаружения в периферической 
крови больных.

Ранее L. Bin и соавт. [9] провели сравнение ча-
стоты обнаружения мРНК OY-TES-1 с ИГХ-опреде-
лением белка OY-TES-1 в опухолевой ткани и по-
казали, что белок выявляется только в 44 % проб, 
положительных по мРНК OY-TES-1 (20 из 45 проб). 
Это свидетельствует о более высокой чувствительно-
сти ПЦР по сравнению с ИГХ-определением OY-TES-1. 
Тем не менее по мере повышения тяжести заболева-
ния наблюдалось увеличение частоты экспрессии 
белка OY-TES-1, сходное с увеличением частоты 
встречаемости мРНК OY-TES-1, зарегистрированным 
в нашей работе.

При исследовании связи между частотой выяв-
ления мРНК OY-TES-1 и локализацией опухоли об-
наружена тенденция к повышению исследованного 
показателя при опухоли ободочной кишки по срав-
нению с другими отделами кишечника. Известно, 
что опухоли разной локализации отличаются между 
собой по мутационному статусу генов и экспресси-
онному профилю [12–14]. Возможно также, что вы-
явленная тенденция связана с особенностями микро-
флоры различных отделов кишечника, что может 
повышать злокачественность опухоли [15, 16] и про-
являться в тенденции к увеличению частоты выявле-
ния в опухолевых клетках мРНК гена OY-TES-1.

Результаты сопоставления частоты обнаружения 
мРНК гена OY-TES-1 в крови и опухоли больных, 
получавших комбинированную противоопухолевую 
терапию, и больных, не получавших никакой проти-
воопухолевой терапии, позволяют предположить, 
что противоопухолевая терапия может привести 
к транскрипционной активации и индукции экспрес-
сии мРНК гена OY-TES-1 [17]. Ранее было показано, 
что получение химиотерапии улучшает выживаемость 
больных немелкоклеточным раком легкого, в чьих 
опухолевых образцах была обнаружена мРНК СТ-генов 
[18]. Следовательно, можно предположить, что на-
личие мРНК гена OY-TES-1 в крови больных КРР, 
прошедших курсы химиотерапии, также является 
благоприятным признаком.

Статистический анализ полученных результатов 
продемонстрировал значимую связь между частотой 
выявления мРНК OY-TES-1, стадией развития опу-
холи, степенью дифференцировки опухоли и ха-
рактером метастазирования у больных КРР. Это по-
зволяет рассматривать факт обнаружения мРНК гена 

Рис. 2. Частота обнаружения мРНК гена OY-TES-1 в опухолевых 
очагах и крови при наличии и отсутствии метастазов: 1 – отсут-
ствие метастазов; 2 – метастазы в органы; 3 – метастазы в лим-
фатические узлы.
*Статистически значимые различия в частоте обнаружения мРНК 
гена OY-TES-1 в опухолевых очагах по сравнению с больными, не име-
ющими метастазов (р <0,05).

Fig. 2. Detection frequency of OY-TES-1 mRNA in tumor and blood in the 
presence and absence of metastases: 1 – absence of metastases; 2 – meta-
stases to organs; 3 – metastases to lymph nodes.
*Statistically significant differences in the detection frequency of mRNA of 
the OY-TES-1 gene in tumor as compared with patients without metastases 
(p <0,05).
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Л И Т Е Р А Т У Р А  /  R E F E R E N C E S

OY-TES-1 при КРР как возможный маркер неблаго-
приятного прогноза течения заболевания.

Заключение
Определение мРНК OY-TES-1 методом ОТ-ПЦР 

показало ее присутствие как в опухолях, так и в пе-
риферической крови больных КРР. Установлена 
 значимая связь между частотой выявления мРНК 
OY-TES-1 и стадией развития опухоли, степенью диф-

ференцировки опухоли и характером метастазиро-
вания у больных КРР. Кроме того, повышение 
или понижение частоты обнаружения мРНК гена 
OY-TES-1 в крови может указывать на локализацию 
метастазов (в органах и лимфатических узлах соот-
ветственно). Это позволяет рассматривать факт об-
наружения мРНК гена OY-TES-1 при КРР как воз-
можный маркер неблагоприятного прогноза течения 
заболевания.
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Определение статуса микросателлитной 
нестабильности в опухолях больных 
эндометриоидной аденокарциномой яичников 
и / или тела матки

А. C. Анискина1, Ю. Г. Паяниди1, А. М. Строганова1, И. В. Манина2, К. И. Жорданиа1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115522 Москва, Каширское шоссе, 24; 
2ООО «Институт аллергологии и клинической иммунологии»; Россия, 123104 Москва,  
ул. Малая Бронная, 20, стр. 1

К о н т а к т ы :  Юлия Геннадьевна Паяниди paian-u@yandex.ru

Введение. Первично-множественные злокачественные новообразования женских половых органов – редко 
встречающаяся патология. Однако за последние десятилетия в онкологии возрос интерес к изучению данного 
феномена. Особенно это касается вопросов диагностики синхронной эндометриоидной аденокарциномы яич-
ников и тела матки, которые гистогенетически относятся к одному и тому же зародышевому листку и имеют 
одинаковое гистологическое строение. До недавнего времени в этих случаях клиницисты опирались только 
на морфологическое исследование, но с развитием молекулярно-генетических технологий появились и новые 
возможности в диагностике.
Цель исследования – определение статуса микросателлитной нестабильности (MSI) в опухолях больных эн-
дометриоидной аденокарциномой яичников и / или тела матки.
Материалы и методы. Проведено пилотное ретроспективное молекулярно-генетическое исследование (n = 48) – 
определение статуса MSI в опухолях яичников и / или тела матки: 33 больных солитарным эндометриоидным 
раком яичников и 15 больных синхронной эндометриоидной аденокарциномой яичников и тела матки. Опре-
деление статуса MSI проводили методом полимеразной цепной реакции с последующим фрагментным анализом 
на приборе ABI PRISM 3500 (8 capillaries, Applied Biosystems). ДНК выделяли из парафиновых блоков опера-
ционного материала с использованием набора реагентов «ДНКсорб В» («АмплиСенс», Россия) согласно ин-
струкции производителя. Концентрацию ДНК измеряли флуориметрически на приборе Qubit 2.0 (Life Technol-
ogies,  США).  Полученные  данные  анализировали  с  помощью  программы  GeneMapper  (Thermo  Fisher,  США). 
В  случае  полиморфности  2  и  более  маркеров  регистрировали  микросателлитную  нестабильность  высокого 
уровня (MSI-Н).
Результаты. При солитарном эндометриоидном раке (n = 33) частота встречаемости MSI-H составила 12,1 % 
(4 случая), а при синхронных опухолях яичников и тела матки (n = 15) частота MSI-H – 20 % (3 случая). При этом 
встречались только случаи сочетания эндометриоидных гистотипов рака яичников и тела матки с тождествен-
ным статусом MSI. Таким образом, частота встречаемости MSI-H при синхронной эндометриоидной аденокар-
циноме яичников и тела матки (20 %) сопоставима с частотой встречаемости при солитарном раке эндометрия.
Заключение. Наше пилотное исследование стало важным дополнением опубликованных ранее материалов, 
поскольку позволило уточнить клональное происхождение опухолей у больных эндометриоидной аденокарци-
номой яичников и тела матки, что может повлиять на стратификацию лечебной тактики этой категории паци-
енток.

Ключевые слова: полинеоплазия, эндометриоидная аденокарцинома, микросателлитная нестабильность, рак 
яичников, рак эндометрия
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Detection of a status of microsatellite instability in tumors of patients with endometrioid 
adenocarcinoma of the ovaries and / or of uterine corpus
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Introduction. Multiple primary malignant neoplasms of female reproductive organs are a rare pathology. However, 
over the past decades, there has been an upsurge of interest in the study of this phenomenon in oncology. This is 
particularly the case for the diagnosis of synchronous endometrioid adenocarcinoma of the ovaries and uterine 
corpus, which histogenetically belong to the same germ layer and have similar histological structure. Until recent-
ly, clinicians relied only on morphological examination in these cases, but with the development of molecular ge-
netic technologies, new diagnostic possibilities have emerged.
Aim. Is the detection of the status of microsatellite instability in tumors of patients with endometrioid adenocar-
cinoma of the ovaries and / or uterine corpus.
Materials and Methods. A pilot retrospective molecular genetic study (n = 48) was conducted to determine the 
status of microsatellite instability (MSI) in the tumors of the ovaries and / or uterine corpus:  it  involved 33 pa-
tients with solitary endometrioid ovarian cancer and 15 patients with synchronous endometrioid adenocarcinoma 
of  the ovaries and uterine corpus. Microsatellite  instability status was detected using PCR method with subse-
quent fragment analysis performed on ABI PRISM 3500 genetic analyzer (8 capillaries, Applied Biosystems). DNA 
was isolated from paraffin blocks of surgical specimens using DNAsorb B extraction kit (AmpliSens, Russia), ac-
cording to  the manufacturer’s manual. DNA concentration was estimated  fluorometrically using Qubit 2.0 (Life 
Technologies, USA). The obtained data were analyzed using GeneMapper program (Thermo Fisher, USA). In case of 
polymorphism of two and more markers high-level microsatellite instability (MSI-H) was observed.
Results. The incidence of MSI-H in solitary endometrioid ovarian cancer (n = 33) was 12,1 % (4 cases), while in 
synchronous ovarian and uterine corpus tumors (n = 15) MSI-H incidence made up 20 % (n = 3). Herewith, there 
have been only cases of a combination of endometrioid histotypes of ovarian and endometrial cancer with identi-
cal status of microsatellite instability. Thus, the incidence of MSI-H in synchronous endometrioid adenocarcinoma 
of the ovaries and uterine corpus (20 %) is comparable to that in solitary endometrial cancer.
Conclusion. Our pilot study became a significant complement to the previously published materials, as it allowed 
to confirm the clonal origin of tumors in patients with endometrioid adenocarcinoma of the ovaries and uterine 
corpus, that can affect the stratification of treatment strategy for this category of patients.

Keywords:  polyneoplasia,  endometrioid  adenocarcinoma,  microsatellite  instability,  ovarian  cancer,  endometrial 
cancer
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Введение
Микросателлитная нестабильность (MSI) высо-

кого уровня (MSI-H) диагностируется при многих 
злокачественных новообразованиях, в том числе и при 
онкогинекологических заболеваниях. R. Bonneville 
и соавт. показали то, что MSI-H в опухоли имеют 
более чем 30 % больных раком эндометрия [1]. MSI 
выявляется и при других гинекологических злокаче-
ственных новообразованиях, таких как аденокарци-
нома яичников. Кроме того, описаны случаи карци-
носарком матки, плоскоклеточного рака шейки 
матки с MSI-H [1].

Микросателлитная нестабильность высокого 
уровня – это проявление нарушения функциониро-

вания системы репарации неправильно спаренных 
нуклеотидов (dMMR). В результате dMMR наблюда-
ются мутации в различных генах с микросателлит-
ными повторами, которые, как полагают, являются 
факторами, увеличивающими риск развития злока-
чественных опухолей. M. Kawaguchi и соавт., про-
анализировав мутации, обнаруженные у 22 больных 
спорадическим раком эндометрия с MSI-H, предло-
жили каскадную этиологию канцерогенеза, при ко-
торой гены с мутациями в микросателлитных повто-
рах могут усиливать геномную нестабильность 
и вызывать накопление мутаций и дефектов других 
генов, связанных с канцерогенезом [2]. Идентифи-
кация этих генов важна для выявления и лечения 
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онкогинекологической патологии, обусловленной 
dMMR / MSI.

Мутационная нагрузка и гены-мишени отлича-
ются между различными типами злокачественных 
опухолей с dMMR / MSI. Установлено, что гены, му-
тации в которых выявляются при раке толстой кишки 
и желудка, имеют низкую частоту мутаций при онко-
гинекологических заболеваниях. В частности, было 
отмечено, что мутации в генах BRAF, TGFβ RII и BCL-10 
 часто встречаются при колоректальном раке и раке 
 желудка, но редко – при раке эндометрия или раке 
яичников [3–7]. Однако у 40 % пациентов c раком эндо-
метрия обнаруживаются мутации в гене JAKI, а у боль-
ных колоректальным раком – менее чем в 10 % наблю-
дений [8]. Более того, Y. K. Wang и соавт. показали, 
что в 50 % случаев эндометриоидного рака с MSI вы-
являлись мутации в гене RPL22, в отличие от гена TP53, 
мутации в котором были отмечены в 40 % случаев эн-
дометриоидных опухолей с отсутствием MSI [9].

Необходимо подчеркнуть, что рак эндометрия 
с позиции статуса MSI представляет собой самую 
изученную нозологию среди всех онкогинекологи-
ческих заболеваний. Приблизительно в 30 % наблю-
дений канцерогенез рака эндометрия связан с dMMR, 
а тестирование dMMR при этой патологии стало уже 
рутинным. В 5–10 % случаев дефицит системы MMR 
обусловлен герминальными мутациями в генах репа-
рации неспаренных оснований MLH1, MSH2, MSH6, 
PMS2. Герминальные мутации в этих генах связаны 
с повышенным риском развития рака эндометрия 
и яичников наряду со злокачественными новообра-
зованиями толстой кишки, желудка, мочевыводящих 
путей и головного мозга [10].

Определение dMMR / MSI при онкогинекологиче-
ских заболеваниях важно для выяснения механизмов 
развития и прогрессирования опухоли, а также для ди-
агностики и определения терапевтической тактики.

Цель исследования – определение статуса MSI 
в опухолях больных эндометриоидной аденокарци-
номой яичников и / или тела матки.

Материалы и методы
Было проведено ретроспективное молекуляр-

но-генетическое исследование (n = 48) – определение 
статуса MSI в опухолях яичников и / или тела матки: 
33 больных солитарным эндометриоидным раком 
яичников (ЭРЯ) и 15 больных синхронной эндоме-
триоидной аденокарциномой яичников и тела матки.

Определение статуса MSI проводили методом 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) с последую-
щим фрагментным анализом на приборе ABI PRISM 
3500 (8 capillaries, Applied Biosystems).

ДНК выделяли из парафиновых блоков операци-
онного материала с использованием набора реагентов 
«ДНКсорб В» («АмплиСенс», Россия) согласно ин-

струкции производителя. Концентрацию ДНК изме-
ряли флуориметрически на приборе Qubit® 2.0 (Life 
Technologies, США).

Для определения статуса MSI использовали па-
нель из 5 квазимономорфных микросателлитных 
локусов (NR21, NR24, NR27, BAT25, BAT26). Муль-
типлексную ПЦР проводили с соблюдением следу-
ющих условий: начальная денатурация – 5 мин при 
95 °C, затем 35 циклов (денатурация по 15 с при 95 °C, 
отжиг при 57 °C, элонгация при 72 °C) и заключительная 
элонгация 60 с при 72 °C. Диапазон длин нормальных 
ПЦР-продуктов составлял от 93 до 182 пар нуклео-
тидов. Флуоресцентно меченный ПЦР-продукт, смешан-
ный с Hi-Di формамидом, маркером длин Gene Scan™ 
600 LIZ® Size Standard (Thermo Fisher, США) загру-
жали в генетический анализатор ABI PRISM 3500 
(Aplied Biosystems, США). Запуск осуществляли 
по протоколу производителя. Полученные данные 
анализировали с помощью программы GeneMapper 
(Thermo Fisher, США). В случае полиморфности двух 
и более маркеров регистрировали MSI-Н.

Результаты
Среди 48 исследованных образцов овариальной 

карциномы в 7 (14,6 %) случаях выявлена MSI-H 
(рис. 1), в 1 (2,1 %) случае – микросателлитная неста-
бильность низкого уровня (MSI-L) и в 40 (83,3 %) слу-
чаях – отсутствие признаков микросателлитно стабиль-
ной опухоли (MSS) (рис. 2). Из 15 образцов карциномы 
тела матки: в 12 (80,0 %) образцах отсутствовали при-
знаки MSS, в 3 (20,0 %) была выявлена MSI-H. Среди 
7 случаев MSI-H-опухолей яичников в 4 (57,1 %) 
наблюдался солитарный ЭРЯ; а в 3 (42,9 %) случаях 
эндометриоидная аденокарцинома яичников соче-
талась с эндометриоидной аденокарциномой тела 
матки MSI-H. Среди больных с MSS или MSI-L (n = 41) 
в 28 случаях обнаружен солитарный ЭРЯ, а в 11 слу-
чаях эндометриоидная аденокарцинома яичников 
сочеталась с эндометриоидной аденокарциномой 
тела матки (в 10 случаях синхронно, а в 1 – метахрон-
но), в 1 случае ЭРЯ сочетался с метахронным раком 
молочной железы, и в 1 случае имелись сочетанные 
первично-множественные злокачественные опухоли 
(ПМЗО): синхронные эндометриоидные аденокар-
циномы яичников и тела матки и метахронный свет-
локлеточный рак почки.

В 4 (57,1 %) из 7 случаев MSI-H-ЭРЯ при гисто-
логическом исследовании операционного материла 
имелись указания на аденомиоз. В 6 (85,7 %) из 7 слу-
чаев заболевание было выявлено на ранних стадиях: 
IA-стадия – в 3 (42,9 %) случаях; на стадии IC1, IC3 
и IIB приходилось по 1 (14,3 %) случаю. Только 
в 1 (14,3 %) наблюдении был ЭРЯ IIIA2-стадии. Кро-
ме того, у 5 (71,4 %) больных был выявлен ЭРЯ low-
grade, у 2 (28,6 %) – high-grade.
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Рис. 1. Микросателлитно нестабильная опухоль (MSI-H). Панель маркеров Bethesda, состоящая из 5 мононуклеотидных повторов: BAT25, 
BAT26, NR21, NR24, NR27

Fig. 1. Microsatellite unstable tumor (MSI-H). Panel of marker Bethesda, consisting of 5 mononucleotide repeats: BAT25, BAT26, NR21, NR24, NR27

Рис. 2. Микросателлитно стабильная опухоль (MSS). Панель маркеров Bethesda, состоящая из 5 мононуклеотидных повторов: BAT25, BAT26, 
NR21, NR24, NR27

Fig. 2. Microsatellite stable (MSS). Panel of marker Bethesda, consisting of 5 mononucleotide repeats: BAT25, BAT26, NR21, NR24, NR27
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При подгрупповом анализе получены практиче-
ски сопоставимые данные о частоте выявления 
MSI-H, MSI-L или MSS-статуса опухоли яичников 
(р = 0,798) (табл. 1).

Таблица 1. Статус MSI в опухолях яичников при солитарном ЭРЯ 
и ПМЗО

Table 1. MSI status in ovarian tumors in solitary endometrioid ovarian 
cancer and in multiple primary malignant tumors

Статус MSI 
MSI status

ЭРЯ, n (%) 
EOC, n (%) 

ПМЗО, n (%) 
MPMT, n (%)

MSS 28 (84,4) 12 (80) 

MSI-L 1 (3,1) 0

MSI-H 4 (12,1) 3 (20) 

Всего 
Total

33 (100) 15 (100) 

Примечание. ЭРЯ – эндометриоидный рак яичников; 
ПМЗО – первично-множественные злокачественные 
опухоли 
Note. EOC – endometrioid ovarian cancer; MPMT – multiple primary 
malignant tumors

При анализе сочетаний статуса MSI при ПМЗО 
в опухолях яичников и тела матки получены следую-
щие данные (табл. 2).

Таблица 2. Статус MSI в опухолях яичников и тела матки 
при ПМЗО

Table 2. MSI status in the tumors of the ovaries and uterine corpus in 
multiple primary malignant tumors

Статус MSI 
MSI status

Карцинома тела матки 
Uterine corpus carcinoma

MSI-статус 
не определен 
MSI status not 

identified

MSS MSI-H

Эндометрио-
идный рак 
яичников 
Endometrioid 
ovarian cancer

MSS

0

12 0

MSI-H 0 3

Таким образом, при солитарном ЭРЯ (n = 33) 
частота встречаемости MSI-H составила 12,1 % (4 слу-
чая), а при синхронных опухолях яичников и тела 
матки (n = 15) – 20 % (3 случая). При этом встреча-
лись только случаи сочетания эндометриоидных ги-
стотипов рака яичников и тела матки с тождествен-
ным статусом MSI.

Обсуждение
Изучение статуса MSI имеет большое практиче-

ское значение, поскольку нарушение репарации 

MMR из-за наследственных (герминальных) или со-
матических мутаций может приводить к изменениям, 
в частности, в последовательностях микросателлит-
ных повторов, вызывающих MSI. Известно, что 
MSI-H связана с высокой частотой мутаций, которые 
обнаруживаются в опухолях с дефектной системой 
репарации MMR [11]. Нарушение MMR может быть 
вызвано как генетическими, так и эпигенетическими 
механизмами. Лица с герминальными мутациями 
в генах MMR имеют повышенный риск развития 
определенных опухолей. В качестве примера можно 
привести синдром Линча. Потеря второго аллеля (по-
теря гетерозиготности (LOH)) из-за соматической 
мутации или эпигенетических событий еще больше 
усугубляет дисфункцию клеток и приводит к онко-
генезу [3]. Тем не менее исследователями установле-
но, что в некоторых случаях гены MMR в зависимости 
от типа гена и типа мутации могут проявлять онко-
генное влияние по доминантному принципу. Счита-
ют также, что инактивацию системы MMR вызывают 
эпигенетические изменения, такие как метилирова-
ние MLH1, и запускают возникновение рака [12].

S. B. Simpkins и соавт. показали, что 77 % спора-
дических случаев рака эндометрия имели MSI 
из-за метилированного промотора MLH1 [13]. Кроме 
того, мутации в генах MMR являются 2-й по значи-
мости причиной наследственного рака яичников, 
на долю которого приходится 10–15 % случаев [14], 
что в основном связывают с генами MLH1 или MSH2. 
В исследовании 2006 г. сообщалось о том, что у па-
циенток с синдромом Линча с мутацией MSH6 риск 
возникновения рака яичников в течение жизни со-
ставлял 33 % [15]. Однако эти исследования ограни-
чены размером выборки, изучаемой популяцией 
и методами исследования, в результате чего точный 
уровень риска до сих пор неизвестен [16]. Исследо-
вание C. R. Espenschied и соавт., в котором изучали 
больных с синдромом Линча с помощью мультиген-
ной панели, показало, что из 528 пациенток с мута-
циями MMR у 11,9 % был рак молочной железы, 
а у 27,3 % – колоректальный рак, причем мутации 
MSH6 и PMS2 встречались чаще, чем мутации MLH1 
и MSH2 [17]. Несмотря на то, что клинические ис-
следования, оценивающие риск развития рака мо-
лочной железы у больных с dMMR / MSI, не являют-
ся оконченными, было высказано предположение 
о том, что риск возникновения рака молочной желе-
зы может варьироваться в зависимости от гена [18]. 
Так, было обнаружено, что мутации в генах MSH6 
и PMS2 увеличивают риск возникновения рака мо-
лочной железы на 30 и 35 % соответственно [18].

Особый интерес, на наш взгляд, заслуживает ис-
следование I. Sakamoto и соавт., проведенное в 2023 г., 
где с помощью микросателлитного анализа авторы пы-
тались выяснить геномное происхождение синхронного  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7697596/#B4-cancers-12-03319
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7697596/#B10-cancers-12-03319
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7697596/#B5-cancers-12-03319
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sakamoto I%5BAuthor%5D
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рака яичников и рака эндометрия [19]. Ранее в не-
скольких исследованиях сообщалось о том, что де-
фицит MMR был наиболее частым при раке эндоме-
трия (20–30 %), тогда как при раке яичников это 
было редкостью (0,5–12 %) [1, 20, 21]. В текущем 
исследовании частота встречаемости MSI-H при син-
хронных опухолях яичников и эндометрия составила 
24 %, что сопоставимо с частотой рака эндометрия, 
на основании чего авторы пришли к выводу о том, 
что синхронные эндометриоидные аденокарциномы 
яичников и тела матки с MSI-H, вероятно, являются 
метастазами рака эндометрия в яичниках, а не ПМЗО 
[19]. Так же и в нашей работе: при солитарном ЭРЯ 
частота встречаемости MSI-H составила 12,1 %, 
а при синхронной эндометриоидной аденокарцино-
ме яичников и тела матки – 20 %, что сопоставимо 
с частотой встречаемости при солитарном раке эн-
дометрия.

Кроме того, некоторые эксперты утверждают, 
что частота встречаемости MSI-H при синхронных 
карциномах яичников и тела матки может быть выше, 
чем при солитарном раке эндометрия. У таких паци-
енток могут быть хорошие шансы при применении 
иммунотерапии.

Заключение
До недавнего времени в клинической практике 

выявляли опухоли с дефицитом MMR и / или MSI-H, 
обусловленными герминальными мутациями в генах 
системы MMR, поскольку у таких больных повышен 
риск развития ПМЗО, связанных с синдромом Лин-
ча. Кроме того, выявление пациентов с синдромом 
Линча позволяет проводить генетическое тестирова-

ние и разрабатывать стратегии профилактики рака 
у кровных родственников.

Недавние достижения в иммунотерапии злокаче-
ственных опухолей добавили новые возможности ле-
чения dMMR / MSI-заболеваний. Иммунотерапия ан-
тителами против PD-1 в настоящее время включена 
в международные клинические рекомендации для пер-
вой линии терапии рака тела матки с дефицитом MMR 
или MSI-H. Вместе с тем выживаемость и ответ на 
 лечение при других онкогинекологических заболева-
ниях, связанных с дефектом MMR, еще недостаточно 
изучены. Более того, согласно отечественным и меж-
дународным клиническим рекомендациям при одно-
временном поражении эндометриоидной аденокарци-
номой тела матки и яичников / малого таза на фоне 
эндометриоза опухоли следует трактовать как первич-
но-множественные, что противоречит результатам на-
шего исследования, а также данным I. Sakamoto и соавт. 
[19]. Необходимо подчеркнуть, что сегодня число работ, 
посвященных вопросам полинеоплазии, невелико, 
а проведенное нами пилотное исследование является 
важным дополнением к опубликованным ранее мате-
риалам [22], поскольку оно позволило уточнить кло-
нальное происхождение опухолей у больных эндоме-
триоидной аденокарциномой яичников и тела матки. 
Это может повлиять на стратификацию лечебной так-
тики этой категории пациенток и, как следствие, при-
ведет к улучшению их выживаемости, снижению 
смертности. Таким образом, существует необходимость 
продолжать научные поиски и разработки новых мар-
керных панелей, специфичных для онкогинекологи-
ческой патологии, которые можно использовать 
для эффективной диагностики, скрининга и лечения.
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Изменение концентрации метаболитов в моче 
как малоинвазивный маркер серозной 
аденокарциномы яичников

О. Н. Гуськова1, И. А. Аллилуев1, Е. В. Вереникина1, В. В. Половодова1, М. А. Рогозин1, Т. Ю. Мягкова1, 
М. Л. Адамян1, О. Е. Женило1, Н. М. Абдуллаева1, М. Р. Цандекова2, Н. Д. Ушакова1, Д. С. Кутилин1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Минздрава России; Россия, 344037  
Ростов-на-Дону, ул. 14-я линия, 63; 
2ГБУЗ «Клинический онкологический диспансер № 1» Минздрава Краснодарского края; Россия, 350040 Краснодар,  
ул. Димитрова, 146

К о н т а к т ы :  Денис Сергеевич Кутилин k.denees@yandex.ru

Введение. Приоритетной задачей онкогинекологии считается выявление рака яичников (РЯ) на максимально 
ранних стадиях, так как показатели 5-летней выживаемости значительно снижаются при прогрессировании 
заболевания. В  настоящее время  существует огромная потребность  в  более  эффективных диагностических 
методах и подходах. В последние годы в прецизионной медицине все больше внимания уделяется жидкостной 
биопсии, поскольку она является минимально инвазивной и может повторяться многократно, что позволяет 
проводить мониторинг заболевания в режиме реального времени.
Цель исследования – изучение метаболомного профиля мочи пациентов с серозной карциномой яичников.
Материалы и методы. В работе для выполнения метаболомного анализа были отобраны 50 проб мочи паци-
енток с диагнозом «серозная карцинома яичников» и 20 проб условно здоровых индивидуумов. Для осаждения 
белков 300 мкл мочи смешивали с 600 мкл раствора ацетонитрила LC-MS (Merck, Германия) и метанола LC-MS 
(Merck, Германия) (соотношение 3:1). Хроматографическое разделение метаболитов проводили на хроматогра-
фе Vanquish Flex UHPLC System (Thermo Scientific, Германия). Хроматограф был сопряжен с масс-спектрометром 
Orbitrap Exploris 480 (Thermo Scientific, Германия), имеющим электроспрейный источник ионизации. Хромато-
графическое разделение проводили на колонке Hypersil GOLD™ C18 (1,9 мкм, 10 × 2,1 мм), используя следующие 
элюенты: А – 0,1 % муравьиная кислота, B – ацетонитрил, содержащий 0,1 % муравьиной кислоты.
Результаты. В ходе исследования методом ультравысокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-спек-
трометрическим детектированием суммарно идентифицировано 417 метаболитов различных классов. Показа-
но, что в моче у пациентов с РЯ 14 метаболитов (кинуренин, фенилаланил-валин, лизофосфатидилхолин (18:3), 
лизофосфатидилхолин (18:2), аланил-лейцин, лизофосфатидилхолин (20:4), L-фенилаланин, фосфатидилино-
зитол (34:1), 5-метокситриптофан, 2-гидроксимиристиновая кислота, 3-оксохолевая кислота, лизофосфатидил-
холин (14:0), индолакриловая кислота, лизофосфатидилсерин (20:4)) имеют значимо более высокую концен-
трацию по сравнению с условно здоровыми индивидуумами. Содержание 12 соединений, наоборот, понижено 
(L-бета-аспартил-L-фенилаланин, миристиновая кислота, деканоилкарнитин, аспартил-глицин, малонилкарни-
тин, 3-гидроксибутирилкарнитин, 3-метилксантин, 2,6-диметилгептаноилкарнитин, 3-оксододекановая кислота, 
N-ацетилпролин, L-октаноилкарнитин, каприлоилглицин). Это свидетельствует о значительном метаболомном 
дисбалансе у пациенток с РЯ.
Заключение. Проведенное исследование метаболомного профиля мочи методом ультравысокоэффективной 
жидкостной хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием показало, что у пациенток с серозной 
карциномой  яичников  наблюдается  дисбаланс  в  содержании  некоторых  жирных  кислот  и  их  производных, 
ацилкарнитинов, фосфолипидов, аминокислот и их производных, а также некоторых производных азотистых 
оснований. При этом 26 метаболитов с аномальной концентрацией в моче могут иметь определенный потенци-
ал в качестве неинвазивных биомаркеров РЯ у женщин, относящихся к группам высокого риска.

Ключевые слова: метаболомный профиль, моча, высокоэффективная жидкостная хроматография с масс-спек-
трометрическим детектированием, серозная аденокарцинома яичника
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Changes in urine metabolite concentration as a minimally invasive marker of ovarian serous 
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Introduction. Detection of ovarian cancer (OC) at the earliest possible stages is a priority for gynecological onco-
logy, since 5-year survival rates decrease significantly with the progression of the disease. Currently, there is a huge 
need for more effective diagnostic methods and approaches. In recent years, fluid biopsy has received increasing 
attention in precision medicine because it is minimally invasive and can be repeated many times, allowing for real- 
time disease monitoring.
Aim. Study of the urine metabolomic profile of patients with ovarian carcinoma.
Materials and methods. To perform metabolomic analysis, 50 urine samples from patients with a diagnosis of se-
rous ovarian carcinoma and 20 samples from apparently healthy individuals were selected. For protein precipita-
tion, 300 mkl of urine was mixed with 600 mkl of a solution of acetonitrile LC-MS (Merck, Germany) and methanol 
LC-MS (Merck, Germany) (3:1 ratio). Chromatographic separation of metabolites was performed on a Vanquish Flex 
UHPLC System chromatograph (Thermo Scientific, Germany). The chromatograph was coupled to an Orbitrap Explo-
ris 480 mass spectrometer (Thermo Scientific, Germany) equipped with an electrospray ionization source. Chro-
matographic separation was carried out on a Hypersil GOLD™ C18 column (1.9mkm, 10 x 2.1 mm) using the follow-
ing eluents: A, 0.1 % formic acid; B, acetonitrile containing 0.1 % formic acid.
Results. A total of 417 metabolites of various classes were identified by HPLC-MS. It was shown that in the urine 
of patients with OC 14 metabolites  (kynurenine, phenylalanyl-valine,  lysophosphatidylcholine  (18:3),  lysophos-
phatidylcholine  (18:2),  alanyl-leucine,  lysophosphatidylcholine  (20:4),  L-phenylalanine,  phosphatidylinositol 
(34:1),  5-methoxytryptophan,  2-hydroxymyristic  acid,  3-oxocholic  acid,  lysophosphatidylcholine  (14:0),  in-
doleacrylic acid, lysophosphatidylserine (20:4)) had a significantly higher concentration compared to apparently 
healthy individuals. The content of 12 compounds, on the contrary, was reduced (L-beta-aspartyl-L-phenylalanine, 
myristic acid, decanoylcarnitine, aspartyl-glycine, malonylcarnitine, 3-hydroxybutyrylcarnitine, 3-methylxanthine, 
2,6-dimethylheptanoylcarnitine,  3-oxododecanoic  acid,  N-acetylproline,  L-octanoylcarnitine,  capryloylglycine). 
This indicates a significant metabolomic imbalance in patients with OC.
Conclusion.  The metabolomic profile  study of urine by UHPLC-MS showed  that  in patients with  serous ovarian 
carcinoma there is an imbalance in the content of certain fatty acids and their derivatives, acylcarnitines, phos-
pholipids, amino acids and their derivatives, as well as some derivatives of nitrogenous bases. At the same time, 
26 metabolites with abnormal concentrations in urine may have some potential as non-invasive biomarkers of OC 
in women belonging to high-risk groups.

Keywords: metabolomic profile, urine, high performance liquid chromatography with mass spectrometric detec-
tion, serous ovarian adenocarcinoma
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Введение
Рак яичников (РЯ) – одно из наиболее агрессив-

ных гинекологических злокачественных новообра-
зований, практически не имеющее клинических 
проявлений до поздних стадий, когда обычно прояв-
ляются неспецифические симптомы, такие как взду-
тие живота, боли в области таза или живота или на-
рушения менструального цикла [1].

Несмотря на большую распространенность и вы-
сокую летальность, до сих пор не существует эффек-
тивных методов ранней диагностики РЯ. Именно 
поэтому у большинства пациенток диагноз устанав-
ливается на III–IV стадиях, в результате чего пяти-

летняя выживаемость не превышает 30 %. В то же 
время уровень выживаемости пациенток, диагноз 
которым был установлен на I стадии заболевания, 
составляет более 90 % [2]. Показатели рецидива у па-
циенток c РЯ очень высоки. По данным литературы, 
у 85 % пациенток с таким заболеванием, которые 
достигли полной ремиссии после первой линии те-
рапии, возникает рецидив [1].

Одной из задач современной онкогинекологии 
является поиск эффективных биомаркеров – объек-
тивно измеряемых соединений, изменение уровня 
которых может быть использовано для ранней диагно-
стики и прогнозирования успешности планируемого 
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лечения. Потенциальный биомаркер должен быть 
максимально чувствителен и специфичен, а его из-
мерение – минимально инвазивным [3]. Среди он-
комаркеров, применяемых для диагностики РЯ, исполь-
зуется определение уровней СА-125 (cancer antigen 125) 
и НЕ4 (human epididymis protein 4). Определение 
уровня HE4 является более чувствительным по срав-
нению с СА-125 в дифференциальной диагностике 
рака и доброкачественных новообразований яични-
ков, а также при дифференциальной диагностике 
эпителиального рака и метастазов. Изменения уровня 
HE4 происходят на 2–3 месяца раньше, чем CA-125. 
Однако чувствительность и специфичность данных 
тестов зачастую недостаточны для выявления забо-
левания на ранней стадии [4].

Неотъемлемой частью скрининга РЯ является 
трансвагинальное ультразвуковое исследование (УЗИ), 
позволяющее точно определить аномалии объема 
и морфологии яичников, но менее надежное при диф-
ференциации доброкачественных опухолей яичников 
от злокачественных. При этом УЗИ – метод субъек-
тивный, и его результаты в значительной степени 
зависят от опыта, навыков и умений специалиста [5].

Прижизненное патологоанатомическое исследо-
вание является решающим методом в установлении 
диагноза РЯ и выборе тактики лечения, а также в ди-
агностике возможного рецидива. Однако этот метод 
анализа опухоли имеет определенные ограничения. 
Получение биологического материала для выполнения 
гистологического исследования как наиболее точного 
метода морфологической верификации РЯ требует 
проведения хирургического вмешательства [6].

По этой причине в последние годы в прецизион-
ной медицине все больше внимания уделяется жид-
костной биопсии, поскольку она является минималь-
но инвазивной и может повторяться несколько раз, 
что облегчает мониторинг заболевания в режиме 
реального времени. Несмотря на то, что большинство 
исследований сосредоточены на идентификации био-
маркеров в крови, простота получения такого биоло-
гического образца, как моча, предполагает, что этот 
подход может стать многообещающим для скринин-
га пациентов на РЯ [7]. По сравнению с кровью моча 
является абсолютно неинвазивным типом образца 
и доступна в больших количествах. Кроме того, моча 
более стабильна по сравнению с плазмой или сыво-
роткой крови в отношении преданалитических про-
цедур обработки [8].

Для поиска потенциальных биомаркеров исполь-
зуют различные подходы, среди них особую популяр-
ность в последнее время приобрели так называемые 
омик-технологии: геномика, транскриптомика, про-
теомика и метаболомика. С их помощью можно про-
водить ненаправленный анализ максимально полного 
спектра соответствующих соединений – нуклеиновых 

кислот, белков, низкомолекулярных метаболитов. 
Метаболомика занимает среди них особое место по 
ряду причин. Во-первых, она занимается изучением 
метаболома, т. е. всей совокупности промежуточных 
или конечных продуктов обмена. Считается, 
что именно метаболиты наиболее точно отражают 
изменения фенотипа, поскольку их состав и концен-
трации непрерывно меняются с колоссальной ско-
ростью. Таким образом, профиль метаболитов явля-
ется уникальным биохимическим «отпечатком», 
отражающим протекающие патологические процес-
сы в организме. Уточнение онкометаболитов и мо-
дифицированных биохимических путей может рас-
ширить пул онкомаркеров для скрининга РЯ [9].

В связи с вышеизложенным целью исследования 
стало изучение метаболомного профиля мочи паци-
енток с серозной карциномой яичников относитель-
но условно здоровых индивидуумов.

Материалы и методы
Для выполнения метаболомного анализа были 

отобраны 50 проб мочи пациенток с диагнозом «се-
розная карцинома яичников» (Т1-3сN0-1M0, G1-3) 
и 20 проб условно здоровых индивидуумов (без вы-
явленных онкологических и гинекологических забо-
леваний). В каждом случае было получено доброволь-
ное информированное согласие на проведение 
исследований. Критерии исключения из исследования: 
мета- / синхронный рак, мутация в генах BRCA1 / 2, 
коморбидная патология (сахарный диабет, острый 
или хронический воспалительный процесс, и / или ин-
фекционное заболевание), беременность, возраст 
старше 65 лет.

Для анализа собирали первую утреннюю мочу 
(среднюю порцию). Не позднее, чем через 25 мин 
после забора, 6,5 мл мочи центрифугировали при 
комнатной температуре в течение 10 мин при 1600 g, 
затем проводили центрифугирование в течение 
10 мин при 16 000 g при температуре 4°C; 6 мл полу-
ченного образца разделяли на 3 аликвоты по 2 мл, 
которые помещали в пластиковые криопробирки. 
Хранение образцов до проведения метаболомного 
анализа осуществляли при температуре –80°С. Про-
бы аннотировали, указывая стадию заболевания, 
возраст больной и т. д. Используемые для анализа 
пробы замораживали или размораживали не более 
одного раза.

Для осаждения белков 300 мкл мочи смешивали 
с 600 мкл смеси ацетонитрила LC-MS (Merck, Гер-
мания) и метанола LC-MS (Merck, Германия) (3:1 
по объему). Затем образец перемешивали с исполь-
зованием вортекса и инкубировали в течение 12 ч при 
температуре –20°С, и осаждали белки на центрифуге 
MiniSpin plus (Eppendorf, Германия) в течение 15 мин 
при 16 000 g при 4°C. Супернатант переносили 
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в чистые пластиковые пробирки (типа Эппендорф), 
пробу упаривали на вакуумном испарителе SpeedVac 
(Eppendorf, Германия). Полученный сухой осадок 
растворяли в смеси ацетонитрила LC-MS (Merck, 
Германия) и воды (1:3) с 0,1 % муравьиной кислотой 
(Merck, Германия), затем пробы центрифугировали 
в течение 10 мин при 16 000 g при 20°C и полученный 
супернатант использовали для хромато-масс-спек-
трометрического анализа.

Хроматографическое разделение метаболитов 
проводили на хроматографе Vanquish Flex UHPLC 
System (Thermo Scientific, Германия). Хроматограф 
был сопряжен с масс-спектрометром Orbitrap Explo-
ris 480 (Thermo Scientific, Германия), имеющим элек-
троспрейный источник ионизации. Хроматографи-
ческое разделение проводили на колонке Hypersil 
GOLD™ C18 (1,9 мкм, 10 × 2,1 мм), используя следу-
ющие элюенты: А – 0,1 % муравьиная кислота, B – 
ацетонитрил, содержащий 0,1 % муравьиной кислоты. 
Температура автосэмплера составляла 4 °C. Исполь-
зовали следующий градиент элюции: 0–1 мин – 
5 % элюента А, 1–5 мин – линейный градиент элю-
ента B с 5 до 25 %, 5–7 мин – 25–55 % элюента B, 
7–13 мин – 55–95 % элюента B, 13–14 мин – 95 % 
элюента B, 0,5 мин – смена элюирующего состава 
до 5 % элюента B, 1 мин – 5 % элюента B. Темпера-
туру колонки поддерживали равной 40 °C. Скорость 
потока подвижной фазы составляла 250 мкл / мин. 
Масс-спектры получали в диапазоне отношения мас-
сы к заряду, равному 90–900. Для идентификации 
метаболитов использовали МС / МС-данные пулиро-
ванного образца мочи. Анализ данных проводили 
с использованием программного обеспечения Com-
pound Discoverer Software (Thermo Fisher Scientific, 
США).

Результаты
В ходе проведенного метаболомного профилиро-

вания было проанализировано 50 образцов мочи па-
циенток с РЯ отделения онкогинекологии НМИЦ 
онкологии Минздрава России и 20 проб условно здо-
ровых индивидуумов.

После контроля качества и предварительной об-
работки для дальнейшего анализа использовали 
417 метаболитов. Путем статистического анализа 
были выявлены m / z-метаболиты, интенсивность ко-
торых в масс-спектрах статистически значимо изме-
няется. Для данных метаболитов были определены 
P-value и FoldChange (кратность отличий концентра-
ций в моче пациентов относительно условно здоро-
вых людей) (см. таблицу).

Общей чертой опухолевых клеток является 
их способность перепрограммировать свой метабо-
лизм для поддержания производства АТФ и макро-
молекул, низкомолекулярных метаболитов, необхо-
димых для роста, деления и выживания клеток. 
Согласно результатам исследования метаболом мочи 
пациенток с серозной карциномой яичников суще-
ственно отличался от образцов мочи условно здоро-
вых индивидуумов. Показано, что у пациенток с РЯ 
концентрация 14 метаболитов (кинуренин, фенил-
аланил-валин, лизофосфатидилхолин (18:3), лизофос-
фатидилхолин (18:2), аланил-лейцин, лизофосфати-
дилхолин (20:4), L-фенилаланин, фосфатидилино- 
зитол (34:1), 5-метокситриптофан, 2-гидроксимири-
стиновая кислота, 3-оксохолевая кислота, лизофос-
фатидилхолин (14:0), индолакриловая кислота, лизо-
фосфатидилсерин (20:4)) в моче была значительно 
выше по сравнению с условно здоровыми индиви-
дуумами. Концентрация 12 соединений (L-бета- 
аспартил-L-фенилаланин, миристиновая кислота, 

Изменение метаболома мочи пациенток с серозной карциномой яичников относительно условно здоровых индивидуумов (12 соединений 
имели значимо более низкую концентрацию по сравнению с условно здоровыми индивидуумами, содержание 14 соединений повышалось  
(p <0,01)) 
Change in the urine metabolome of serous ovarian carcinoma patients relative to apparently healthy individuals (12 compounds had a significantly 
lower concentration compared with apparently healthy individuals, the content of 14 compounds increased (p <0,01)) 

Соединение 
Metabolite

m / z* Кратность отличий (пациенты / здоровые) 
Fold Change (patients / healthy) 

P-value

Кинуренин 
Kynurenine

209,09 5,49 1,37 × 10–5

Фенилаланил-валин 
Phenylalanyl-valine

265,15 1,55 0,1× 10–3

L-бета-аспартил-L-фенилаланин 
L-beta-aspartyl-L-phenylalanine

281,11 0,39 2,78 × 10–9

Миристиновая кислота 
Myristic acid

231,25 0,28 6,64 × 10–7

Лизофосфатидилхолин (18:3) 
Lysophosphatidylcholine (18:3) 

518,32 3,10 1,78 × 10–9
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Соединение 
Metabolite

m / z* Кратность отличий (пациенты / здоровые) 
Fold Change (patients / healthy) 

P-value

Лизофосфатидилхолин (18:2) 
Lysophosphatidylcholine (18:2) 

521,33 7,05 5,91 × 10–12

Деканоилкарнитин 
Decanoylcarnitine

316,24 0,23 2,29 × 10–9

Аспартил-глицин 
Aspartyl-glycine

208,09 0,28 1,91 × 10–4

Малонилкарнитин 
Malonylcarnitine

230,10 0,72 0,10 × 10–3

Аланил-лейцин 
Alanyl-leucine

185,12 1,39 0,09

3-гидроксибутирилкарнитин 
3-hydroxybutyryl carnitine

332,33 0,71 0,02

3-метилксантин 
3-methylxanthine

167,05 0,61 0,01

Лизофосфатидилхолин (20:4) 
Lysophosphatidylcholine (20:4) 

544,34 3,53 6,64 × 10–12

L-фенилаланин 
L-phenylalanine

166,08 1,44 2,16 × 10–5

Фосфатидилинозитол (34:1) 
Фосфатидилинозитол (34:1) 

430,77 7,09 1,45 × 10–10

2,6-диметилгептаноилкарнитин 
2,6-dimethylheptanoylcarnitine

304,24 0,27 1,92 × 10–8

5-метокситриптофан 
5-methoxytryptophan

217,09 1,44 6,64 × 10–10

3-оксододекановая кислота 
3-oxododecanoic acid

237,1475 0,65 0,01

2-гидроксимиристиновая кислота 
2-hydroxymyristic acid

267,1943 1,29 0,09

3-оксохолевая кислота 
3-oxocholic acid

407,2759 1,56 0,01

Лизофосфатидилхолин (14:0) 
Lysophosphatidylcholine (14:0) 

468,3085 1,56 0,03

Индолакриловая кислота 
Indolacrylic acid

171,0637 1,36 0,03

N-ацетилпролин 
N-acetylproline

140,0699 0,52 8,25 × 10–4

L-октаноилкарнитин 
L-octanoylcarnitine

288,2153 0,06 2,29 × 10–15

Каприлоилглицин 
Capryloyl glycine

202,1437 0,74 0,01

Лизофосфатидилсерин (20:4) 
Lysophosphatidylserine (20:4) 

526,3303 15,98 1,19 × 10–11

Примечание. m / z – соотношение массы и заряда выявленных ионов. 
Note. m / z – mass and charge ratio of detectedions.

Окончание таблицы
Еnd of table 
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деканоилкарнитин, аспартил-глицин, малонилкар-
нитин, 3-гидроксибутирилкарнитин, 3-метилксантин, 
2,6-диметилгептаноилкарнитин, 3-оксододекановая 
кислота, N-ацетилпролин, L-октаноилкарнитин, ка-
прилоилглицин), наоборот, была понижена.

По данным, представленным в таблице, концен-
трации в моче большинства производных жирных 
кислот – 3-гидроксибутирилкарнитина (в 1,4 раза, 
p <0,05), 2,6-диметилгептаноилкарнитина (в 3,7 раза, 
p <0,005), миристиновой кислоты (в 3,6 раза, p <0,005), 
L-октаноилкарнитина (в 16,7 раза, p <0,0001), мало-
нилкарнитина (в 1,4 раза, p <0,05), деканоилкарни-
тина (в 4,3 раза, p <0,005) – были снижены у пациенток 
с опухолью яичников по сравнению с контрольной 
группой (условно здоровые индивидуумы). В насто-
ящее время широко известно, что раковые клетки 
демонстрируют значительную перестройку в своем 
метаболизме липидов и жирных кислот. Существуют 
убедительные доказательства того, что при некоторых 
типах рака утилизация жирных кислот увеличивает-
ся, в то время как при других этот путь подавляется. 
Однако изменения не ограничиваются только вну-
тренними клеточными процессами, такими как син-
тез мембран или роль внутриклеточных вторичных 
мессенджеров, а также распространяются на ремоде-
лирование всего микроокружения опухоли посред-
ством паракринных сигнальных механизмов [10].

Согласно данным нашего исследования у паци-
енток с РЯ по сравнению с контрольной группой 
происходило увеличение концентрации лизофосфа-
тидилсерина (20:4) в 16 раз (p <0,0001, см. таблицу), 
что возможно, дополнительно указывает на наруше-
ния иммунной системы. По данным W. Chang и соавт. 
в микроокружении опухоли содержание лизофосфа-
тидилсерина значительно изменяется на поверхности 
опухолевых клеток или микровезикул, происходящих 
из опухолевых клеток, которые обладают иммуноде-
прессивными свойствами и способствуют росту опу-
холи и метастазированию [11].

Лизофосфолипиды секретируются различными 
типами клеток, в том числе раковыми клетками. 
Данные химические соединения играют важную 
роль в развитии, активации и регуляции иммунной 
системы [12]. Концентрация большинства фосфо-
липидов в настоящем исследовании возрастала у па-
циентов с опухолью яичников по сравнению с кон-
трольной группой. Изменения состава и содержания 
фосфолипидов и лизофосфолипидов ранее были 
показаны при раке предстательной железы и могут 
рассматриваться в качестве потенциальных биомар-
керов [13].

Концентрация индолакриловой кислоты была 
повышена в 1,4 раза (p <0,05, см. табл. 1) у пациенток 
с опухолями яичников по сравнению с контрольной 
группой. Изменение содержания индолакриловой 

кислоты может способствовать развитию противо-
воспалительных реакций [14].

В нашем исследовании повышение концентрации 
индолакриловой кислоты сопровождалось ростом 
содержания кинуренина в моче пациенток в 5,5 раза 
(p <0,0001, см. таблицу). Кинурениновый путь мета-
болизма триптофана интенсифицируется в организ-
ме онкологических пациентов, его продукты имеют 
проонкогенное и иммуносупрессивное действия [15]. 
Изменение метаболизма другой ароматической ами-
нокислоты – фенилаланина –и его производных 
также связано с воспалением и иммунной активаци-
ей. По полученным нами результатам концентрация 
L-фенилаланина возрастала в моче пациенток в 1,4 раза 
(p <0,0001, см. таблицу). Ранее G. Neurauter и соавт. 
показали, что концентрация фенилаланина в сыво-
ротке крови у больных карциномой яичников корре-
лирует с концентрацией маркеров иммунной акти-
вации и развитием оксидативного стресса [16].

Следует отметить, что настоящее исследование 
имеет свои ограничения. Оно выполнено на малой 
выборке пациенток, разработанная методика требует 
проведения валидации, а полученные данные явля-
ются предварительными. Тем не менее у пациенток 
с РЯ выявлен метаболомный дисбаланс жирных кис-
лот и их производных (миристиновой кислоты, 2-гид-
роксимиристиновой кислоты и 3-оксододекановой 
кислоты), ацилкарнитинов (деканоилкарнитина, 
малонилкарнитина, 3-гидроксибутирилкарнитина, 
2,6-диметилгептаноилкарнитина и L-октаноилкар-
нитина), фосфолипидов (лизофосфатидилхолина (18:3), 
лизофосфатидилхолина (18:2), лизофосфатидилхоли-
на (20:4), фосфатидилинозитола, лизофосфатидил-
холина (14:0) и лизофосфатидилсерина), аминокислот 
и их производных (кинуренина, фенилаланил-вали-
на, аланил-лейцина, L-фенилаланина, 5-метокси-
триптофана, индолакриловой кислоты, N-ацетил-
пролина, каприлоилглицина, аспартил-глицина 
и аспартил-фенилаланина), производных азотистых 
оснований (3-метилксантина), что, очевидно, отра-
жает изменения в метаболизме опухолевой ткани, 
а также изменения метаболизма в ответ на появление 
и развитие опухоли. Обнаруженные метаболиты 
с аномальной концентрацией могут иметь опреде-
ленный потенциал в качестве биомаркеров РЯ.

Заключение
Современная клиническая онкогинекология ис-

пытывает потребность в эффективных биомаркерах, 
изменение уровней которых может служить доказа-
тельством возникновения и прогрессирования зло-
качественного процесса. Тестирование биомаркеров 
в моче может стать неинвазивным методом раннего 
выявления РЯ, а также обеспечить длительный мо-
ниторинг за состоянием этих пациентов. В данном 
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Введение. Оригинальный  мультифитоадаптоген  (МфА)  для  профилактической  онкологии,  разработанный 
НМИЦ  онкологии  им.  Н. Н.  Блохина  и  содержащий  фитокомпоненты  из  Schisandra  chinensis  (Turcz.)  Baill 
(Schisandraceae), был изучен in vitro, in vivo. Также получено предварительное подтверждение эффективности 
в рамках клинических испытаний. Последнее было возможно, потому что МфА в России зарегистрирован как па-
рафармацевтик и стандартизован в соответствии с установленными требованиями. Тем не менее высокая эф-
фективность МфА продиктовала необходимость более подробного изучения его химического состава и оценки 
контроля качества, включая состав активных компонентов из Schisandra chinensis, транслоцированных в МфА 
в результате авторской технологии экстракции.
Цель исследования – выявление биологически активных веществ Schisandra chinensis в МфА и оценка профи-
лей их биологической активности с помощью in silico анализа.
Материалы и методы. В  работе  применяли  высокоэффективную  жидкостную  хроматографию  в  сочетании 
с масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС / МС). Хроматографию проводили на колонке ACQUITY UPLC BEH C18 в гради-
ентном режиме. Работу выполняли с помощью трехквадрупольного масс-спектрометра TSQ Vantage с электро-
распылением.  Анализ in silico  биологических  активностей  выявленных  соединений  проводили  с  помощью 
компьютерных программ PASS и PharmaExpert.
Результаты. В составе МфА были обнаружены вторичные метаболиты Schisandra chinensis – лигнаны схизандрин 
и схизантерин А. Активности схизандрина и схизантерина A, согласно научной литературе и анализу in silico, 
соответствуют свойствам, показанным ранее для МфА, предназначенного для профилактической онкологии.
Заключение. Cхизандрин и схизантерин A могут быть использованы для стандартизации и контроля качества МфА.

Ключевые слова: мультифитоадаптоген, Schisandra chinensis, схизандрин, схизантерин А, профилактическая 
онкология, стандартизация, ВЭЖХ-МС / МС, in silico
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Background.  The  original  herbal  formula  of  Multiphytoadaptogen  (MPhA)  for  preventive  oncology  deve-
loped  by  the  N. N.  Blokhin  Center  of  Oncology  containing  phytocomponents  from  Schisandra chinensis 
(Turcz.) Baill (Schisandraceae), has been investigated in vitro, in vivo. Preliminary efficiency in clinical trials 
has also been obtained. This was allowed because MPhA in Russia is registered as a parapharmaceutical agent 
and therefore standardized according to established requirements. However, due to the high efficiency of MPhA, 
a  detailed study of the chemical composition and standardization of it is required, including the Schisandra chin-
ensis active components, which turned out to be translocated into MPhA as a result of the extraction technology 
developed.
The aim of the study was to identify the Schisandra chinensis biologically active substances in MPhA and to evalu-
ate the biological activity profiles of the identified phytocomponents using in silico analysis.
Materials and methods. we used high performance liquid chromatography in combination with mass spectrome-
try (HPLC–MS / MS). Chromatography was performed on an ACQUITY UPLC BEH C18 column in a gradient mode. 
A  TSQ  Vantage  triple  quadrupole  mass  spectrometer  with  electrospray  ionization  was  used.  we  performed 
in silico  analyzes of Schisandrin and Schisantherin A biological activity  spectra using computer programs 
PASS and PharmaExpert.
Result. The  secondary  metabolites  lignans  Schisandrin  and  Schisantherin  A  were  identified  in  the  herbal 
formula MPhA. Schisandrin and Schisantherin A activities, according the scientific  literature and  in silico 
analysis, correspond to the properties studied for MPhA which therefore fits into the concept of medication 
for preventive oncology.
Conclusion. The  determined  secondary  metabolites  can  be  used  for  identification,  standardization  and  quality 
testing of the herbal formula MPhA.

Keywords: multiphytoadaptogen, Schisandra chinensis,  Schisandrin  and  Schisantherin  A,  preventive oncology, 
standardization, HPLC–MS / MS, in silico
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Введение
Адаптогены – это категория растительных лекар-

ственных и пищевых продуктов, способствующих 
адаптации, устойчивости и выживанию живых орга-
низмов в условиях стресса. Комплексные эффекты 
адаптогенов достигаются оптимизацией функциони-
рования нервной, иммунной и эндокринной систем 
защиты – регуляторных осей гомеостаза при стрессе. 
Адаптогены включают внутриклеточные и внекле-
точные адаптивные сигнальные пути, которые спо-
собствуют выживанию клеток и сопротивляемости 
организма стрессу; регулированию метаболизма и го-
меостаза путем воздействия на экспрессию стрессо-
вых гормонов (кортизол, катехоламины, урокортин, 
мелатонин, белки теплового шока Hsp70, нейро-
пептид Y и т. д.) и их рецепторов [1–3]. Адаптогены 
используются как официальные лекарства в СССР / 
России, а также в традиционной китайской и корей-
ской медицине, аюрведе, кампо и других традицион-

ных медицинских системах [4–6]. Адаптогены без-
вредны и обладают неспецифическим действием, 
повышая сопротивляемость организма к широкому 
спектру повреждающих факторов – физических, хи-
мических и биологических [7–10]. Нормализующее 
действие адаптогенов проявляется независимо от на-
правления патологических изменений [11–13].

Классическими фитоадаптогенами являются 
Panax ginseng, Rhodiola rosea, Aralia mandshurica, 
Eleutherococcus senticosus, Oplopanax elatus, Schisandra 
chinensis и др.

Термин «адаптоген» был введен в 1958 г. совет-
ским токсикологом Н. В. Лазаревым, который пола-
гал, что адаптогены повышают неспецифическую 
устойчивость организмов в условиях стресса. Это 
положение было основано на результатах исследова-
ний лимонника (Schisandra chinensis) в СССР во вре-
мя Второй мировой войны для поиска альтернативы 
стимуляторам в немецкой и британской армиях для 

mailto:ilya_delta@mail.ru


53

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 3'2023  ТОм 22    vol. 22

Оригинальные статьи | Original reports

повышения внимания и выносливости пилотов. Це-
лью было также обеспечить Вооруженные силы Со-
ветского Союза и военную промышленность (солдат, 
летчиков, моряков и гражданских лиц, занятых в про-
изводстве оружия и военных материалов) доступными 
природными стимуляторами, в частности экстракта-
ми ягод или семян Schisandra chinensis. В свою оче-
редь, интерес к Schisandra chinensis возник в результате 
этнофармакологических исследований В. Л. Комаро-
ва (1895) и В. К. Арсеньева (1903–1907). Они обрати-
ли внимание, что ягоды и семена лимонника (также 
известные как голдис или самагир) использовали 
нанайские охотники (жители Дальнего Востока, Си-
бири и китайской Маньчжурии) как укрепляющие 
средства для подавления жажды, голода, усталости 
и улучшения ночного зрения [1].

Schisandra chinensis (Turcz.) Baill (Schisandraceae) – 
это многолетняя вьющаяся лоза. У растения много 
народных названий, таких как «китайская или мань-
чжурская шизандра» и «цзвэй-цзы», что означает 
«ягода пяти вкусов» на китайском языке. В основном 
растет в Китае, Японии и Корее. В природе на тер-
ритории России распространена на Дальнем Востоке, 
в Приморском и Хабаровском краях, в Амурской об-
ласти и на Сахалине. Растет на дренированных, бо-
гатых гумусом почвах, светолюбива [14]. Сок плодов 
Schisandra chinensis содержит много сахаров и орга-
нических кислот (в основном лимонную, яблочную, 
винную кислоты). Высоко содержание витаминов – 
аскорбиновой кислоты, тиамина и рибофлавина. 
В семенах выявлены такие вещества, как токоферол, 
схизандрин, схизандрол и т. д. Кора и другие части 
растения содержат эфирное масло, оно высоко це-
нится в парфюмерии за свой нежный пряно-лимон-
ный аромат. Состав эфирного масла включает сес-
квитерпеновые углеводороды, альдегиды и кетоны. 
Жирное масло содержит α-линоленовую, β-линоле-
новую, олеиновую и близкую к маргинальной кис-
лоты [15]. Настой семян Schisandra chinensis обладает 
гепатопротекторными и антиоксидантными свой-
ствами. Его используют при астении, усталости, ос-
лаблении половой функции, реабилитации после 
заболеваний, для улучшения физической и умствен-
ной работоспособности [16]. В дерматологии отвары 
и настои плодов применяют при инфекционных, 
аллергических и вирусных заболеваниях [17, 18].

Практическое использования адаптогенов имело 
социально-экономическое значение в СССР – сверх-
державе, где великие достижения в космосе, военной 
мощи и спорте были предметом гордости и особого 
внимания. Их применяли в космической медицине: 
космонавты – во время длительных полетов на стан-
ции МИР [19, 20], матросы – на борту судов; на под-
водных лодках во время длительных арктических, 
антарктических или тропических экспедиций; а так-

же летчики и спортсмены – в различных стрессовых 
условиях. Препараты адаптогенов были популярны 
среди элиты пожилых лидеров Коммунистической 
партии СССР, которая управляла страной долгие го-
ды [1].

Биологически активные вещества (БАВ) многих 
фитоадаптогенов проявляют выраженную токсич-
ность в моделях in vivo [1, 21]. Кроме того, использо-
вание экстракта отдельного фитоадаптогена часто 
ограничено развивающейся лекарственной устойчи-
востью. Несколько адаптогенов в фитоформуле по-
зволяют воздействовать на организм без привыкания. 
В то же время актуальны проблемы стандартизации 
и обоснования фармакологической активности мно-
гокомпонентных фитоадаптогенов с учетом их хими-
ческого состава [9, 10, 22, 23].

Оригинальная растительная формула мультифи-
тоадаптоген (МФА) для профилактической онколо-
гии была разработана в Национальном медицинском 
исследовательском центре онкологии им. Н. Н. Бло-
хина [21, 24]. МФА содержит компоненты 40 экстрак-
тов официальных растений, включая адаптогены 
Panax ginseng, Aralia mandshurica, Eleutherococcus 
senticosus, Rhodiola rosea, Oplopanax elatus, Schisandra 
chinensis. Несомненно, противоопухолевые и протек-
торные эффекты – основные свойства, которыми 
должны обладать препараты для профилактической 
онкологии. Экспериментальные и клинические ис-
следования выявили для МФА антимутагенное (что 
важно для первичной профилактики рака), противо-
опухолевое и антиметастатическое (необходимое 
для вторичной профилактики), радиопротекторное, 
гормономодулирующее, антиоксидантное, нейро-
протекторное, иммуномодулирующее действия (важ-
но для третичной профилактики) [21, 25–28]. МФА 
был изучен in vitro, in vivo. Также получено предвари-
тельное подтверждение эффективности в рамках 
клинических испытаний. Последнее было возможно, 
потому что МФА в России зарегистрирован как па-
рафармацевтик и стандартизован в соответствии 
с установленными требованиями. Тем не менее в свя-
зи с высокой эффективностью МФА необходимы 
детальное изучение его химического состава и стан-
дартизация.

Для оценки контроля качества и стандартизации 
МФА ведутся исследования его химического состава. 
С помощью обратнофазной высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с УФ-детектором и га-
зовой хроматографии-масс-спектрометрии в МФА 
были обнаружены полифенольные соединения, эфир-
ные масла, аминокислоты [29–31]. Высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографией в сочетании с тандем-
ной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС / МС) в МФА 
были идентифицированы основные БАВ женьшеня 
и аралии – тритерпеновые сапонины (гинзенозиды 
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Rb1, Rb2, Rc, Rd, Rg1, Rg2, Re, Rf, Ro и аралозиды A, В, С) 
[32, 33]. С помощью этой же методологии фенилэта-
нолгликозид (салидрозид), фенилпропаноидные гли-
козиды (розавин и розарин), монотерпеновый гли-
козид (розиридин) и флавоноид (родионин) 
выявлены как БАВ Rhodiola rosea, а также фенол 
(элеутерозид B) и лигнан (элеутерозид E) – как БАВ 
Eleutherococcus senticosus [34, 35]. Тритерпеновые гли-
козиды, идентичные гинзенозидам Re и Rd, а также 
аралозиду C, были выявлены в МФА как БАВ 
Oplopanax elatus [36].

Следующим этапом анализа компонентов МФА 
с использованием ВЭЖХ-МС / МС является опреде-
ление БАВ экстракта плодов Schisandra chinensis 
(Turcz.) Baill (Schisandraceae), которые транслоциро-
ваны в МФА в результате проведения авторской тех-
нологии извлечения. Метод ВЭЖХ-МС / МС харак-
теризуется специфичностью и высокой точностью, 
что позволяет определять вещества в минимальных 
количествах [32–36].

Цель настоящего исследования заключалась в вы-
явлении БАВ Schisandra chinensis в МФА методом 
ВЭЖХ-МС / МС и оценке их профилей биологиче-
ской активности с помощью in silico анализа.

Материалы и методы
Растворы
В работе исследовали два образца – МФА, а так-

же экстракт плодов Schisandra chinensis, входящий 
в состав МФА. Для получения образцов экстрактов 
использовали сертифицированное сырье, а также 
одинаковую технологию (удельный вес сырья, тем-
пературный и временной режим экстрагирования, 
состав экстрагента, соотношение сырье–экстрагент 
и т. д.).

МФА и экстракт Schisandra chinensis были про-
анализированы с помощью тройного квадрупольно-
го масс-спектрометра TSQ Vantage (серия Thermo 
Scientific TSQ), подключенного к хроматографу Accela 
HPLC, оснащенному колонкой ACQUITY UPLC BEH 
C18 (1,7 мкм, 2,1 × 100 мм, Waters).

Образец МФА смешивали с метанолом в соотно-
шении 1:2 и центрифугировали в течение 5 мин 
при 13000 об / мин. Надосадочную жидкость пропу-
скали через фильтр с диаметром пор 0,22 мкм и цен-
трифугировали при 13000 об / мин в течение 1 мин.

Аликвоту (1 мл) экстракта Schisandra chinensis упа-
ривали на роторном испарителе Concentrator 5301 
(Eppendorf, Германия) при 30 °С досуха. Остаток рас-
творяли в 100 мкл метанола и центрифугировали 
при 13000 об / мин в течение 1 мин.

Анализ образцов проводили с использованием 
тройного квадрупольного масс-спектрометра TSQ 
Vantage (серии Thermo Scientific TSQ), соединенного 
с ВЭЖХ-хроматографом Accela.

Хроматографический анализ
Условия хроматографического анализа: колонка 

ACQUITY UPLC BEH C18 (1,7 мкм, 2,1 × 100 мм, 
Waters); состав подвижной фазы: фаза А – 100 % во-
да и 0,1 % муравьиная кислота (FA); фаза Б – 95 % 
ацетонитрил, 5 % вода и 0,1 % FA.

Для анализа экстрактов применяли градиент пода-
чи подвижной фазы (в  % фазы Б): 0–68 мин (0–60 %), 
68–70 мин (60–100 %), 70–75 мин (100 %), 75–80 мин 
(0 %). Образцы в объеме 5 мкл вводили в петлю ин-
жектора объемом 25 мкл (мобильная фаза – 20 мкл), 
скорость потока 450 мкл / мин.

Ионизацию осуществляли с помощью электро-
спрея. Условия ионизации: отрицательная поляр-
ность, напряжение капилляра спрея 4 кВ, газ (созда-
ющий спрей) – 60 psi, обтекающий газ – 15 отн. ед., 
температура капилляра – 270 °С. Спектры в режиме 
полного сканирования ионов и в выбранном режиме 
ионного мониторинга (SIM) были сняты в диапазоне 
150–1500 Да, время сканирования – 0,1 с.

Масс-спектры получали прямым вводом пробы 
через шприц со скоростью 5 мкл / мин; давление газа 
в камере соударений составило 0,9 торр. Напряжение 
в камере соударений было подобрано для каждого 
соединения отдельно.

Расчет вероятных спектров биологической 
активности
Биологические активности вторичных метаболи-

тов Schisandra chinensis были рассчитаны с помощью 
программы PASS (2022), которая позволяет предска-
зывать 1957 биологических активностей со средней 
точностью 97 %. Алгоритм PASS основан на наивном 
байесовском классификаторе и представлении струк-
туры химических соединений в виде дескрипторов 
MNA. Результатом предсказания является список 
вероятных активностей для каждого соединения с со-
ответствующими оценками вероятности Pa и Pi – ве-
роятностями принадлежности к классам «активных» 
и «неактивных» соответственно. Все активности, для 
которых расчетные значения Pa превышают Pi, счи-
таются вероятными. Анализ интегрального действия 
и возможных взаимодействий между лекарствами 
химических соединений, обнаруженных в Schisandra 
chinensis, был выполнен с помощью компьютерной 
программы PharmaExpert [24, 37]. Эффективность 
подхода, использующего компьютерные программы 
PASS и PharmaExpert для анализа возможных биоло-
гических активностей отдельных фито компонентов 
и их комплексов, была показана во многих исследо-
ваниях [37].

Результаты и обсуждение
Для изучения основных БАВ экстракта плодов 

Schisandra chinensis, входящего в состав МФА, была 
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получена хроматограмма экстракта в режиме детек-
тирования отдельных ионов. Хроматограмма пред-
ставлена на рис. 1.

Анализ литературных данных о химическом со-
ставе плодов Schisandra chinensis позволил выявить 
наиболее важные биологически активные соединения 
этого растения – схизандрины А, В, С, схизандролы 
А и В и т. д. В табл. 1 приведены молекулярные массы 
(ММ) и структурные формулы этих веществ.

В табл. 2 представлены результаты тандемного масс- 
спектрометрического анализа экстракта Schisandra 
chinensis (время удерживания Rt, m / z псевдомолеку-
лярного иона и его фрагментов), а также молекуляр-
ная масса соединения. Как следует из табл. 2, схизан-
дрину соответствует один из пиков с m / z 430,82 при 
Rt = 10,5–11,0 мин, а схизантерину А соответст вует 
один из пиков с m / z 535,0 при Rt = 23,0–23,2 мин.

Таким образом, в анализируемом экстракте были 
идентифицированы основные БАВ Schisandra chin-
ensis, к которым в первую очередь относятся схизан-
дрин и схизантерин А.

Используя соответствующие схизандрину и схи-
зантерину А времена удерживания Rt и значения m / z 

основного молекулярного иона, анализировали хро-
матограмму МФА на содержание БАВ в Schisandra 
chinensis. На рис. 2 представлена хроматограмма МФА 
в режиме детектирования отдельных ионов.

Анализ хроматограммы МФА, полученной в тех 
же условиях, что и хроматограммы экстракта плодов 
Schisandra chinensis, проводили в выбранном режиме 
ионного мониторинга (SIM), соответствующем основ-
ным молекулярным ионам Schisandra chinensis (на ос-
новании данных, приведенных в табл. 2).

В результате анализа были обнаружены соответ-
ствующие пики на хроматограмме МФА и тем самым 
подтверждено наличие схизандрина и схизантерина А 
в фармкомпозиции.

Следует отметить, что идентификация отдельных 
веществ весьма важна для обоснования биологиче-
ской активности комплексного препарата. Приме-
нение методов in silico позволяет получить дополни-
тельное обоснование биологической активности БАВ 
экстракта плодов Schisandra chinensis. Поскольку 
экстракт плодов Schisandra chinensis входит в состав 
фитоформулы МФА, была проведена оценка проти-
воопухолевых спектров схизандрина и схизантерина 

Рис. 1. Хроматограмма полного ионного тока экстракта Schisandra chinensis

Fig. 1. Chromatogram of Schisandra chinensis extract in the full ion scanning mode

0                 5                10               15               20              25                30               35               40               45               50               55               60               65
Время, мин / Time, min

100

95

90

85

80

75

70

65

60

55

50

45

40

35

30

25

20

15

10

5

0

0,75
190,74

1,09
190,80

1,51
252,75

10,58
430,82 12,92

458,83

14,75
458,96 27,01

502,84

28,65
518,92

32,64
624,89

35,66
1029,29

39,86
692,96

36,33
608,82

23,23
534,82 24,10

488,81

19,67
440,82

7,15
450,77

9,96
288,76

52,21
530,87

43,41
174,61

44,76
821,02

47,37
174,67

0,75
190,74

54,36
174,64

56,98
174,60

62,70
428,83

63,39
558,91

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
/о

.е
., 

%
 / 

In
te

nc
ity

/о
.е

., 
%



56 Оригинальные статьи | Original reports

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  3'2023  ТОм 22    vol. 22

Таблица 1. Основные БАВ в Schisandra chinensis согласно данным 
литературы

Table 1. The main BAS of Schisandra chinensis according to the literature 

Основные
соединения 

Major compound

ММ, 
г / моль 

МW, g / mol

Структурная формула 
Structural formula

Схизандрин 
(схизандрол A) 
Schisandrin 
(Schisandrol A)
C

24
H

32
O

7

432,5

Схизандрин B 
(Schisandrin B)
C

23
H

28
O

6

400,5

Схизандрин C 
(Schisandrin C)
C

22
H

24
O

6

384,4

Схизантерин B 
(Schisantherin B)
C

28
H

34
O

9

514,6

Схизандрин A 
(дезоксишизан-
дрин) 
Schisandrin A 
(Deoxyschi  
sandrin)
C

24
H

32
O

6

416,5

А. Диаграмма Pa-Pi значений прогнозируемых про-
тивоопухолевых эффектов для схизандрина и схизан-
терина А представлена на рис. 3.

Наиболее вероятный противоопухолевый эффект 
при пороге Pa-Pi >0,7 для схизандрина 

и схизантерина А показан в отношении рака легких, 
рака молочной железы (Pa-Pi = 0,81 и 0,89 соответ-
ственно), колоректального рака (Pa-Pi = 0,77).

С помощью PharmaExpert были выявлены наи-
более вероятные синергетические / аддитивные ме-
ханизмы противоопухолевого действия. Тридцать 
механизмов действия, связанных с противоопухоле-
выми эффектами, прогнозируются при пороге Pa >Pi 
для схизантерина A и схизандрина. Данные о веро-
ятных механизмах противоопухолевого действия 
для исследуемых соединений при пороге Pa-Pi >0,5 
представлены в табл. 3.

Как видно из данных в табл. 3, три механизма 
действия прогнозируются с наибольшей вероятностью: 
антагонист тубулина (схизантерин А, Pa-Pi = 0,82); 
антимитотический эффект (схизантерин А, Pa-Pi = 
0,78); агонист апоптоза (схизандрин, Pa-Pi = 0,72).

Анализ литературы по изучению биологической 
активности выделенных соединений из плодов 
Schisandra chinensis дал следующие результаты. Схи-
зандрин (схизандрол А) и схизантерин А (гомизин С) 
обладают противоопухолевым, нейропротекторным, 
иммуномодулирующим, антиоксидантным действи-
ями, а также имеют потенциал для преодоления мно-
жественной лекарственной устойчивости при раке 
[38–47].

Одновременно следует отметить, что МФА про-
являет антипролиферативную активность в отноше-
нии аденокарциномы яичников (SK-OV-3) и шейки 
матки (Hela), а также гипернефромы человека (HN) 
в наших in vitro исследованиях. Эксперименты in vivo 
на высокораковых мышах CBA продемонстрировали 
высокий эффект МФА против гепатокарциномы. 
In vivo был также обнаружен 100 % антиметастатиче-
ский эффект на аденокарциноме легких Льюиса. 
В онкоклинике была показана противоопухолевая 
активность при распространенном раке желудка 
IV стадии. Превентивный эффект был продемонстри-
рован на мышах CBA, а также в клинике при лечении 
предракового заболевания – лейкоплакии слизистой 
оболочки полости рта. В клинических исследованиях 
также был получен высокий терапевтический эффект 
МФА в отношении возрастных патологий – добро-
качественной гиперплазии предстательной железы 
и болезни Паркинсона. При этом показаны нейро-
протекторное, антиоксидантное, антимутагенное, 
радиопротективное, иммуномодулирующее действия 
МФА [21, 24–28].

Другими словами, биологическая активность схи-
зандрина и схизантерина А, согласно научной лите-
ратуре и in silico анализу, включает свойства, которые 
были показаны для МФА, что полностью соответ-
ствует концепции препарата для профилактической 
онкологии. Действительно, противоопухолевые 
и протекторные эффекты – это основные свойства, 
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Рис. 2. Хроматограмма полного ионного тока МФА

Fig. 2. Chromatogram of MPhA in the full ion scanning mode
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1235,86
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190,74
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1398,22

35,67
490,98

34,62
653,00

31,76
174,60

925,36

44,75
793,23

52,25
925,3745,46

881,30

53,08
925,30

41,80
1087,55

42,35
1087,59

54,36
925,32

56,94
763,14

59,36
663,11

Таблица 2. Результаты тандемной масс-спектрометрии экстракта Schisandra chinensis (время удерживания Rt, m / z для основного моле-
кулярного иона и фрагментов молекулярного иона), а также молекулярная масса по данным литературы

Table 2. The tandem mass spectrometry of Schisandra chinensis extract (retention time Rt, m / z for the main molecular ion, as well as for fragments of 
the molecular ion) results, as well as the molecular weight according to the literature

Соединение 
Substance

ММ, г / моль 
МW, g / mol

Rt, мин 
Rt, min

m / z

Схизандрин 
(схизандрол A) 
Schisandrin  
(Schisandrol A)
C

24
H

32
O

7

432,5 10,5–11,0

430,82 [M-H] –
394,3
384,8
368,5
354,4
340,6
325,5
310,5
296,5

288,69
178,5
151

Схизантерин А 
(Schisantherin A)
C

30
H

32
O

9

536,6 23,0–23,2

535,0 [M-H] –
516,7
470,9
436,6
418,2
403,8
373,1
354,8
194,5
178,4
142,5
119,1
96,8
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Рис. 3. Диаграмма положительных значений Pa-Pi для противоопухолевых эффектов схизандрина и схизантерина A. Отрицательные зна-
чения Pa-Pi на этом рисунке не учитываются и сводятся к нулю

Fig. 3. Diagram of positive Pa-Pi values for schisandrin and schisanterin A antitumor effects. Negative Pa-Pi values in this figure are not considered and 
are reduced to zero
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которыми должны обладать препараты для профи-
лактической онкологии.

Заключение
Для стандартизации и идентификации МФА 

для профилактической онкологии успешно приме-
нена высокоэффективная жидкостная хроматография 
в сочетании с масс-спектрометрией для определения 
вторичных метаболитов из Schisandra chinensis – лиг-
нанов схизандрина и схизантерина A в качестве ком-
понентов оригинальной фитоформулы. Лигнаны 
схизандрин и схизантерин А были идентифицирова-
ны также и в экстракте плодов Schisandra chinensis. 
Хроматограммы и спектры, полученные в ходе ис-
следования, могут быть использованы для стандар-
тизации и идентификации МФА.

Работа важна для обоснования биологической 
активности фармкомпозиции МФА, учитывая ком-
поненты группы лигнанов.

Результаты анализа in silico соответствуют в том 
числе данным, полученным для МФА in vitro, in vivo 

и в клинике. Вместе с тем анализ in silico позволил 
выявить дополнительные вероятные противоопухо-
левые эффекты фитокомпонентов Schisandra chinensis. 
Разнообразие потенциальных механизмов фармако-
логического эффекта положительно характеризует 
политаргетность отдельных вторичных метаболитов 
и их комплексов. Информация о вероятных аддитив-
ных / синергетических механизмах действия обосно-
вывает использование экстрактов в одной смеси 
и также раскрывает дальнейшие перспективы иссле-
дований.

Продемонстрирована возможность стандартиза-
ции и идентификации комплексных фитопрепаратов, 
включающих лигнаны. Полученные данные могут 
служить основой для нормативной документации 
при регистрации лекарства на основе МФА.

Результаты исследования указывают на то, что ак-
тивности схизандрина и схизантерина А аналогичны 
свойствам, ранее полученным для МФА, что полно-
стью соответствует препарату для профилактической 
онкологии.

   Схизантерин A / 
Schisanterin A

   Схизандрин / 
Schisandrin

Рак мочевого пузыря / Antineoplastic (bladder cancer)

Доброкачественная гиперплазия предстательной железы / 
Prostatic (benign) hyperplasia treatment

Рак предстательной железы / Prostate cancer treatment

Противоопухолевый алкилятор / Antineoplastic 
alkylator

Противоопухолевый антибиотик / 
Antineoplastic alkaloid

Противоопухолевый алкалоид / 
Antineoplastic alkaloid

Рак матки / Antineoplastic 
(uterin cancer)

Плоскоклеточная карцинома / 
Antineoplastic (squamosus cell 
carcinoma)

Солидные опухоли / 
Antineoplastic (solid tumor)

Мелкоклеточный рак легкого / 
Antineoplastic (small cell lung 
cancer)

Саркома / 
Antineoplastic (sarcoma)

Рак почки / Antineoplastic 
(renal cancer)

Рак поджелудочной железы / 
Antineoplastic (pancreatic cancer)

Рак яичников / Antineoplastic (ovarian cancer)

Остеосаркома / Antineoplastic (osteosarcoma)

Немелкоклеточный рак легкого / Antineoplastic (non-small cell 
lung cancer)

Множественная миелома / Antineoplastic (multiple myeloma)

Меланома / Antineoplastic (melanoma)

Лимфома / Antineoplastic (lymphoma)

Лимфоцитарная лейкемия / Antineoplastic (lymphocytic leukemia)

Рак легких / Antineoplastic (lung cancer)

Рак печени / Antineoplastic (liver cancer)

Глиома / Antineoplastic (glioma)

Мультиформная глиобластома / 
Antineoplastic (glioblastoma multiform)

Рак желудка / Antineoplastic 
(gastic cancer)

Эндокринные опухоли / 
Antineoplastic (endocrine tumors)

Колоректальный рак / Antineoplastic 
(colorectal cancer)

Рак толстой кишки / 
Antineoplastic (сolon)

Рак шейки матки / Antineoplastic 
(cervical cancer)

Рак молочных желез / Antineoplastic (breast cancer)

Карцинома / Antineoplastic (carcinoma)

Глиобластома / Glioblastoma

Опухоли костной ткани / Antineoplastic (bone cancer)
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Таблица 3. Наиболее вероятные механизмы противоопухолевого действия схизандрина и схизантерина А

Table 3. The most likely mechanisms of schisandrin and schisanterin A antitumor action

Механизм действия 
Mechanism of action

Заболевание, на которое направлен 
фармакологический эффект 

The disease to which the pharmacological effect is directed

Соединение 
Compound Pa-Pi

Антагонист тубулина 
Tubulin antagonist

Меланома 
Melanoma

Рак простаты 
Prostate cancer

Рак яичников 
Ovarian cancer
Рак желудка 

Stomach cancer
Рак молочной железы 

Mammary cancer
Рак легких 
Lung cancer

Рак мочевого пузыря 
Bladder cancer

Рак шейки матки 
Cervical cancer

Колоректальный рак 
Colon cancer

Множественная миелома 
Multiple myeloma

Рак поджелудочной железы 
Pancreas cancer

Рак почки 
Kidney cancer

Противоопухолевый антибиотик 
Antitumor antibiotic

Лимфома 
Lymphoma

Схизантерин А 
Schisanterin A

0,82

Схизандрин 
Schisandrin

0,65

Антимитотический 
эффект 
Antimitotic effect

Рак простаты 
Prostate cancer

Рак яичников 
Ovarian cancer

Рак молочной железы 
Mammary cancer

Рак легких 
Lung cancer

Рак шейки матки 
Cervical cancer

Рак толстой кишки 
Colon cancer

Множественная миелома 
Multiple myeloma

Рак поджелудочной железы 
Pancreas cancer

Рак почки 
Kidney cancer

Лимфома 
Lymphoma

Схизантерин А 
Schisanterin A 0,78

Схизандрин 
Schisandrin

0,55



60 Оригинальные статьи | Original reports

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  3'2023  ТОм 22    vol. 22

Механизм действия 
Mechanism of action

Заболевание, на которое направлен 
фармакологический эффект 

The disease to which the pharmacological effect is directed

Соединение 
Compound Pa-Pi

Агонист апоптоза 
Apoptosis agonist

Меланома 
Melanoma

Рак простаты 
Prostate cancer
Рак желудка 

Stomach cancer
Рак молочной железы 

Mammary cancer
Рак легких 
Lung cancer

Рак мочевого пузыря 
Bladder cancer

Рак шейки матки 
Cervical cancer

Колоректальный рак 
Colon cancer

Множественная миелома 
Multiple myeloma

Рак поджелудочной железы 
Pancreas cancer

Рак почки 
Kidney cancer
Рак печени 
Liver cancer

Остеосаркома 
Osteosarcoma
Лимфома 
Lymphoma

Доброкачественная гиперплазия предстательной железы 
Benign prostatic hyperplasia

Схизандрин 
Schisandrin

0,72

Схизантерин А 
Schisanterin A

0,65

Стимулятор каспазы-3 
Caspase-3 stimulator

Рак простаты 
Prostate cancer

Рак молочной железы 
Mammary cancer

Рак легких 
Lung cancer

Рак мочевого пузыря 
Bladder cancer

Рак почки 
Kidney cancer

Схизантерин А 
Schisanterin A

0,64

Схизандрин 
Schisandrin

0,50

Ингибитор транскрип-
ционного фактора 
NF-κB 
NF-κB transcription factor 
inhibitor

Рак простаты 
Prostate cancer
Рак желудка 

Stomach cancer
Рак молочной железы 

Mammary cancer
Рак легких 
Lung cancer

Рак мочевого пузыря 
Bladder cancer

Колоректальный рак 
Colon cancer

Множественная миелома 
Multiple myeloma

Рак почки 
Kidney cancer

Лимфома 
Lymphoma

Солидные опухоли 
Solid tumors

Схизантерин А 
Schisanterin A

0,68

Схизандрин 
Schisandrin

0,68

Продолжение табл. 3

Continuation of table 3



61

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 3'2023  ТОм 22    vol. 22

Оригинальные статьи | Original reports

Механизм действия 
Mechanism of action

Заболевание, на которое направлен 
фармакологический эффект 

The disease to which the pharmacological effect is directed

Соединение 
Compound Pa-Pi

Ингибитор Р-гликопро-
теина 
P-glycoprotein inhibitor

Меланома 
Melanoma

Рак яичников 
Ovarian cancer
Рак легких 
Lung cancer

Множественная миелома 
Multiple myeloma

Рак поджелудочной железы 
Pancreas cancer
Рак печени 
Liver cancer

Схизантерин А 
Schisanterin A

0,62

Схизандрин 
Schisandrin

0,60
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Введение. Исследована биологическая активность биодеградируемых сплавов на основе цинка, перспективных 
для онкоортопедии. Сплавы были обработаны методом равноканального углового прессования, что позволило 
повысить  их  прочность  за  счет  измельчения  микроструктуры  и  способность  обеспечить  функциональность 
остеосинтеза, фиксированного за счет разрабатываемой на их основе металлоконструкции.
Цель исследования – изучить влияние обработки методом равноканального углового прессования на прочность, 
пластичность,  скорость деградации, биосовместимость in vitro и цитотоксичность относительно опухолевых 
клеток линии SKOV-3 сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca.
Материалы и методы. В качестве объектов исследования были использованы сплавы Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca 
в исходном состоянии и после равноканального углового прессования, а в качестве модельных систем – клетки 
крови мышей линии CBA. Для оценки гемолитической активности образцы инкубировали с эритроцитами в те-
чение 4 и 24 ч при 37 °С, оценивая относительное увеличение уровня внеклеточного гемоглобина в сравнении 
с интактным контролем. Цитотоксичность сплавов оценивали по изменению уровня активности внеклеточной 
лактатдегидрогеназы после 24 ч инкубации с мононуклеарными лейкоцитами. Исследование противоопухоле-
вой цитотоксической активности производили на клетках рака яичников человека линии SKOV-3 in vitro, оценивая 
их выживаемость через 48 ч инкубации с образцами сплавов в тесте лактатдегидрогеназы.
Результаты. В результате проведенных исследований был сделан вывод о том, что исследуемые сплавы после 
обработки равноканальным угловым прессованием сохранили биосовместимость, поскольку не было выявлено 
признаков гемолиза и цитотоксичности относительно клеток крови. Однако контакт с образцами всех изучен-
ных сплавов  in vitro индуцировал достоверное угнетение метаболической активности культуры клеток рака 
яичников  в  сравнении  с  контролем.  Инкубация  с  образцами  приводит  к  снижению  клеточной  активности 
в среднем на 49 и 59 % для сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca, соответственно. Добавка в состав 
сплава Zn – 1 %Mg кальция способствовала росту противоопухолевой цитотоксической активности.
Заключение. Таким образом, основываясь на результатах оценки гемолитической активности и цитотоксично-
сти образцов, можно сделать вывод о биосовместимости изученных сплавов. Выявлено, что сплавы Zn – 1 %Mg 
и  Zn  –  1 %Mg  –  0,1 %Ca  обладали  выраженным  цитотоксическим  воздействием  относительно  опухолевых 
клеток линии SKOV-3. Полученные данные указывают на перспективность разработки на основе изучаемых 
сплавов медицинских изделий нового типа, перспективных, в частности, для онкоортопедии: разработанная 
на их основе металлоконструкция может обеспечить прочность остеосинтеза, снизить риск локального реци-
дива онкологического заболевания и не требует повторной операции для удаления.

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:nataliasmartynenko@gmail.com


65

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 3'2023  ТОм 22    vol. 22

Оригинальные статьи | Original reports

Ключевые слова: цинковые сплавы, равноканальное угловое прессование, имплантат, биодеградация, биосо-
вместимость, цитотоксичность

Для цитирования: Мартыненко Н. С., Анисимова Н. Ю., Рыбальченко О. В. и др. Исследование биосовместимости 
и противоопухолевой цитотоксической активности in vitro упрочненных равноканальным угловым прессовани-
ем сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca. Российский биотерапевтический журнал 2023;22(3):64–74. 
DOI: 10.17650/1726-9784-2023-22-3-64-74

Study of biocompatibility and antitumor cytotoxic activity in vitro of Zn – 1 %Mg  
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Introduction. The biological activity of potential biodegradable zinc-based alloys that are promising for onco-
orthopedics was studied in this work. The alloys were processed by equal-channel angular pressing, which made it 
possible to increase their strength due to microstructure refinement and the ability to provide the functionality of 
osteosynthesis, fixed due to the metal structure developed on their basis.
Aim. Investigation of effect of equal-channel angular pressing (ECAP) treatment on strength, ductility, degrada-
tion  rate,  biocompatibility  in vitro  and  cytotoxicity  against  SKOV-3  tumor  cells  of  the  Zn  –  1 %Mg  and  Zn  – 
1 %Mg – 0.1 %Ca alloys.
Materials and methods. The Zn – 1 %Mg and Zn – 1 %Mg – 0.1 %Ca alloys in the initial state and after ECAP were 
used as objects of study, and blood cells of CBA mice were used as model systems. To assess the hemolytic activity, 
the samples were incubated with red blood cells for 4 and 24 hours at 37 °C, assessing the relative increase in the 
level of extracellular hemoglobin compared to the intact control. The cytotoxicity of the alloys was assessed by 
the change in the level of extracellular  lactate dehydrogenase (LDH) activity after 24 hours of  incubation with 
mononuclear white blood cells. The study of antitumor cytotoxic activity was carried out on human ovarian cancer 
cells of the SKOV-3 line in vitro, assessing their survival after 48 hours of incubation with alloy samples using the 
LDH test.
Results. As a result of the studies, it was concluded that the studied alloys after ECAP treatment retained their 
biocompatibility, since there were no signs of hemolysis and cytotoxicity with respect to blood cells. However, con-
tact with samples of all studied alloys in vitro induced a significant inhibition of the metabolic activity of the ovarian 
cancer cell culture in comparison with the control. Incubation with alloys samples leads to a decrease in cellular ac-
tivity by an average of 49 % and 59 % for Zn – 1 %Mg and Zn – 1 %Mg – 0.1 %Ca alloys, respectively. The addition of 
calcium to the composition of the alloy Zn – 1 %Mg contributed to the growth of antitumor cytotoxic activity.
Conclusion. Thus, based on the results of assessing the hemolytic activity and cytotoxicity of the samples, we can 
conclude that the studied alloys are biocompatible. It was also found that Zn – 1 %Mg and Zn – 1 %Mg – 0.1 %Ca 
alloys had a pronounced cytotoxic effect on SKOV-3 tumor cells. The obtained data indicate the prospects for the 
development of a new type of medical devices based on the studied alloys, promising, in particular, for oncoortho-
pedics: a metal structure developed on their basis can ensure the strength of osteosynthesis, reduce the risk of 
local recurrence of oncological disease and does not require a second operation to remove the device.

Keywords: zinc alloys, equal channel angular pressing, implant, biodegradation, biocompatibility, cytotoxicity
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Введение
Идея создания биоразлагаемых изделий меди-

цинского назначения, которые деградировали бы 
в теле пациента после выполнения необходимых 
функций, рассматривается учеными уже не одно 
 десятилетие [1–3]. Одними из первых материалов, 
которые были предложены для этих целей, были био-
разлагаемые полимеры [4]. Однако, несмотря на био-
совместимость, низкий уровень их механических 
характеристик не позволяет создавать из них кон-
струкции, которые предполагается эксплуатировать 
в условиях повышенных нагрузок, например имплан-
таты для остеосинтеза. Именно поэтому пристальный 
интерес ученых и медиков вызвали биоразлагаемые 
металлы, которые наряду с биосовместимостью об-
ладают высокими механическими характеристиками. 
Среди металлов, способных разлагаться, выбор пал 
на металлы, которые могут безопасно метаболизиро-
ваться организмом и в виде микроэлементов необхо-
димы организму для нормального функционирова-
ния, в частности такие как Mg, Fe и Zn. Сплавы 
на основе магния удовлетворяют требованиям био-
совместимости и характеризуются модулем упруго-
сти, близким к модулю упругости кости [5]. Железо-
содержащие сплавы, кроме биосовместимости, 
обладают высокими прочностными свойствами [6]. 
Вместе с тем и железные, и магниевые сплавы обла-
дают определенными недостатками. Так, магниевые 
сплавы демонстрируют высокую скорость деграда-
ции, сопровождающуюся выделением водорода. Не-
смотря на различные мнения о неблагоприятном 
влиянии на организм газов, скапливающихся вокруг 
имплантатов, полностью игнорировать их потенци-
альный вред нельзя [7, 8]. В случае сплавов на основе 
железа наблюдается образование объемных продуктов 
деградации, которые могут инкапсулироваться в ор-
ганизме и вызывать воспалительные реакции [9]. 
Сплавы на основе железа обладают низкой скоростью 
деградации, что приводит к тому, что имплантат оста-
ется в организме пациента на длительный срок уже 
после завершения его терапевтического эффекта. 
Цинковые сплавы лишены таких недостатков, как га-
зообразование и образование объемных продуктов 
деградации. Кроме того, цинк является важным ми-
кроэлементом и участвует в метаболических процес-
сах организма человека [10, 11]. При разработке им-
плантатов на основе цинка следует учитывать то, что 
передозировка цинка (более 100–300 мг / день) может 
вызывать тошноту, рвоту, боль в животе и нарушать 
иммунную функцию [12]. При этом скорость дегра-
дации сплавов на основе цинка (~0,1–0,5 мм / год) 
при отсутствии ярко выраженной дисфункции ор-
ганов выделения, как предполагается, не способна 
индуцировать системное накопление в организме 
токсической дозы этого микроэлемента [13]. Ра-

нее D. Vojtěch и соавт. установили, что доля ионов 
Zn2+, высвобождающихся в процессе деградации чис-
того цинка, незначительна по сравнению с максималь-
но допустимым биологическим пределом [14].

Одной из первых работ, направленных на иссле-
дование биосовместимости цинка, была статья 
P. K. Bowen, J. Drelich, J. Goldman [15]. После имплан-
тации цинковой проволоки в брюшную аорту крыс 
на 1, 3, 4, 5 и 6 мес авторы не сообщали о наличии 
воспалительных процессов и отторжений. Более де-
тальное исследование биосовместимости in vivo в рам-
ках данной биологической модели было проведено 
в работе [16]. Это исследование показало превосход-
ную биосовместимость образцов на основе цинка 
с тканью аорты. Авторы не наблюдали воспалитель-
ных реакций и локального некроза, напротив, отме-
чали регенерацию ткани вокруг частично деградиро-
вавшего имплантата [16]. Следующим шагом на пути 
создания изделий медицинского назначения на ос-
нове цинка стало исследование влияния различных 
элементов на его биосовместимость. S. Du и соавт. 
показали то, что добавка таких редкоземельных ме-
таллов (РЗМ), как La, Ce и Nd, вызывала более вы-
раженную остеоинтеграцию по сравнению с чистым 
Zn при имплантации пятимесячным самцам новозе-
ландских кроликов [17]. Сплав Zn – 0,8 %Sr оказывал 
схожий эффект и способствовал остеогенезу [18]. 
В то же время в исследованиях, проведенных на спла-
ве Zn – 0,5 %Mn, обнаружено, что имплантация 
штифтов в проксимальный отдел большеберцовой 
кости способствует восстановлению поврежденного 
костного мозга и не приводит к воспалениям тканей 
и повреждению печени и почек [19]. Кроме того, 
существует ряд работ, свидетельствующих о том, что 
оксид цинка обладает противоопухолевой цитоток-
сической активностью [20, 21]. Известны публика-
ции, в которых продемонстрировано, что такие РЗМ, 
как Gd, Nd, Eu и La, могут проявлять противоопу-
холевый эффект [22–24]. Сообщается также, что 
противоопухолевый эффект могут демонстрировать 
Mg [25, 26] и Ca [27], характеризующиеся оптималь-
ной биосовместимостью. Из этого следует, что, варь-
ируя состав сплава на основе цинка, можно созда-
вать изделия различного назначения: не только 
коронарные стенты и имплантаты для остеосинтеза, 
но также и изделия для онкоортопедии. Однако в слу-
чае применения цинковых сплавов в качестве несу-
щего каркаса при травмах и заболеваниях костей 
следует учитывать их низкие механические характе-
ристики. В таком случае применение предваритель-
ной деформационной обработки (например, равно-
канального углового прессования (РКУП) [28]) 
для повышения прочности сплавов на основе Zn 
является необходимой частью разработки готового 
изделия.
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Учитывая изложенное, цель настоящего исследо-
вания заключалась в исследовании влияния обработки 
методом РКУП на прочность, пластичность, скорость 
деградации, биосовместимость in vitro и цитотоксич-
ность относительно опухолевых клеток линии SKOV-3 
сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca.

Материалы и методы
Материалы. Объектами исследования в данной 

 работе являлись 2 сплава: Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 
0,1 %Са, обладающие потенциалом для разработки 
на их основе медицинских изделий. Для улучшения 
механических характеристик изучаемых сплавов 
их подвергали деформационной обработке методом 
РКУП, который проводили по маршруту Вс при тем-
пературе 300 °С на установке с углом пересечения 
каналов, равным 120°. Для обоих сплавов проводили 
по 8 проходов РКУП, что соответствовало степени 
деформации, равной 6,4.

Исследование механических свойств. Исследова-
ние механических характеристик проводили на ис-
пытательной машине Instron 3382 (Instron Corp., США) 
при комнатной температуре. Испытания прово дили 
на плоских образцах с площадью поперечного сечения 
2 мм × 1 мм и рабочей длиной равной 5,75 мм.

Подготовка образцов к исследованию деградации 
и биологических свойств. Для исследований исполь-
зовали образцы в форме 1 / 4 диска диаметром 10 мм 
и толщиной около 1 мм. Перед началом проведения 
исследований образцы погружали на 2 ч в 60 % эта-
ноле (водный раствор), а затем высушивали в сте-
рильных условиях.

Исследование скорости деградации. Исследования 
скорости деградации проводили методом потери мас-
сы в питательной среде на основе RPMI-1640 («ПанЭко», 
Россия), дополненной 10 % фетальной телячьей 
 сывороткой (HyClone™, США), 4 мМ L-глутамина 
(«ПанЭко», Россия) и 1 % пенициллин-стрептоми-
цина («ПанЭко», Россия). Образцы, предварительно 
обработанные погружением в этанол, как было опи-
сано выше (n = 9 для каждого сплава), выдерживали 
в инкубационной среде при 37 °С в течение 1, 3 и 7 сут. 
Среду для инкубации меняли свежей порцией каждые 
2 сут. После извлечения образцов их промывали в 10 % 
водном растворе персульфата аммония ((NH

4
)

2
S

2
O

8
) 

в течение 5 мин для удаления продуктов деградации. 
Затем образцы тщательно высушивали в стерильной 
среде и взвешивали на электронных весах Sartorius 
pro 11 (Data Weighing Systems, США). Значение ско-
рости деградации (DR) рассчитывалось по форму-
ле [29]

DR = 8,76 × 104 × 
m

0
 – m

f

A × t × ρ ,

где DR – скорость коррозии, мм / год; m
0
 – исходная 

масса, г; m
f
 – конечная масса, г; t – время погруже-

ния, ч; A – площадь поверхности образца, см2; ρ – 
плотность сплава, г / см3.

Исследование параметров биосовместимости 
in vitro. С этой целью оценивали гемолитическую 
активность и цитотоксичность образцов сплавов Zn – 
1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca в форме 1 / 4 диска 
диаметром 10 мм (не менее чем 6 образцов каждого 
типа). Перед проведением испытаний все образцы 
стерилизовали, как указано выше, и исследовали со-
гласно методам, описанным ранее [30]. В качестве 
биологических моделей использовали клетки крови 
мышей линии C57BL / 6. В частности, для оценки 
гемолитической активности образцы инкубировали 
в 2 мл ростовой среды на основе RPMI-1640 с эри-
троцитами в течение 4 и 24 ч при температуре 37 °С 
в атмосфере с 5 % углекислым газом, а затем рассчи-
тывали отношение измеренной с помощью план-
шетного ридера Spark (Tecan, США) при 540 нм оп-
тической плотности внеклеточной среды в лунках 
с образцами сплавов к контролю, выраженное в про-
центах. Цитотоксичность оценивали после 24 ч ин-
кубации образцов сплавов в питательной среде с мо-
нонуклеарными лейкоцитами в описанных условиях, 
путем оценки уровня активности внеклеточной лак-
татдегидрогеназы (ЛДГ). Релиз ЛДГ лейкоцитов 
во внеклеточную среду изучали путем оценки актив-
ности ЛДГ в культуральной среде с использованием 
набора Pierce LDH Cytotoxicity Assay Kit (Thermo 
Scientific™, США) в соответствии с инструкцией про-
изводителя с последующим расчетом отношения ве-
личин, измеренных при 450 против 620 нм в среде 
инкубации образцов сплавов и в контроле, выражен-
ного в процентах. В качестве контролей использова-
ли клетки, которые культивировали без образцов 
сплавов в аналогичных условиях.

Исследование противоопухолевой цитотоксичности 
in vitro. Исследования проводили на клетках рака 
яичников человека линии SKOV-3 (коллекция ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России). Выбор данной биологической модели обу-
словлен тем, что в клинической практике рак яични-
ков часто является причиной вторичного поражения 
костей вследствие метастатического распространения 
клеток первичного опухолевого узла. Это влечет не-
обходимость проведения остеореконструктивных 
операций после резекции тканей костей, разрушен-
ных опухолью. Образцы сплавов обрабатывали эта-
нолом и высушивали, как описано выше.

Культуру опухолевых клеток в логарифмической 
фазе обрабатывали раствором Версена («ПанЭко», 
Россия), отмывали средой RPMI-1640, ресуспенди-
ровали в свежей порции ростовой среды и наносили 
на поверхность образцов сплавов (использовали 
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не менее трех образцов каждого типа) в объеме 20 мкл 
на образец (7600 ± 100 клеток). В контроле клеточную 
суспензию в объеме 20 мкл наносили на дно лунки 
планшета. После 30 мин культивации клеток при 37 °С 
в атмосфере 5 % углекислого газа во все лунки добав-
ляли по 2 мл полной ростовой среды и инкубировали 
в течение 3 сут для оценки пролиферации и клеточ-
ной колонизации при соблюдении указанных усло-
вий. Влияние сплавов на выживаемость опухолевых 
клеток оценивали, рассчитывая отношение активно-
сти ЛДГ клеток на поверхности образцов к контролю. 
Для документирования роста опухолевых клеток 
на поверхности образцов сплавов их окрашивали 
Calcein AM (Sigma, США) и пропидием йодидом с по-
мощью набора Live / Dead Kit (Sigma, США) в соот-
ветствии с инструкцией производителя, а затем изу-
чали методом флуоресцентной микроскопии 
с помощью цифрового микроскопа LionHeart LX 
(Perkin Elmer, США).

Статистический анализ данных. Результаты иссле-
дований представлены в виде среднего значения 
и стандартной девиации измеренных величин. Срав-
нительный анализ межгрупповых данных проводили 
с использованием t-критерия. Различия учитывали 
как достоверные при р < 0,05.

Результаты
Механические свойства. Сплавы, предназначен-

ные для создания конструкций для остеосинтеза, 
должны обладать высоким уровнем прочности, по-
этому целесообразно проводить деформационную 
обработку, направленную на повышение прочности 
данных материалов. В нашем случае в качестве спо-
соба повышения прочностных характеристик иссле-
дуемых сплавов было выбрано РКУП. Данная обра-
ботка за счет изменения микроструктуры материала 
приводит к изменению его механических свойств. 
В таблице представлены результаты исследования 

механических свойств сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 
1 %Mg – 0,1 %Ca до и после РКУП.

Применение РКУП приводит к росту прочности 
и пластичности обоих исследуемых сплавов. В случае 
сплава Zn – 1 %Mg РКУП приводит к росту предела 
прочности со 156 ± 3 МПа в исходном состоянии 
до 197 ± 9 МПа. При этом наблюдается рост пластич-
ности с 0,2 ± 0,1 до 4,0 ± 0,3 %. В сплаве Zn – 
1 %Mg – 0,1 %Ca после РКУП также наблюдается 
рост прочности и пластичности. В этом случае предел 
прочности растет со 154 ± 5 до 209 ± 6 МПа при росте 
относительного удлинения с 0,4 ± 0,1 до 3,2 ± 1,0 %. 
Дальнейшие исследования были проведены на спла-
вах после обработки РКУП.

Скорость деградации. На рис. 1 представлены ре-
зультаты исследования деградации сплавов Zn – 1 %Mg 
и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca после обработки РКУП 
в среде на основе RPMI-1640. Исследования показа-
ли то, что добавка Ca в сплав Zn – 1 %Mg не влияет 
на его коррозионную стойкость. Однако в случае 
обоих сплавов с увеличением времени инкубации 
скорость деградации замедляется. Так, скорость де-
градации после 1 сут инкубации в среде составила 
0,82 ± 0,04 и 0,83 ± 0,01 мм / год для сплавов Zn – 1 %Mg 
и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca соответственно. Увеличение 
длительности инкубации сплавов до 3 сут приводит 
к снижению данных значений до 0,29 ± 0,01 и 0,26 ± 
0,03 мм / год соответственно. После 7 сут выдержки 
в растворе средняя скорость деградации снизилась 
до 0,13 ± 0,03 мм / год для сплава Zn – 1 %Mg и 0,13 ± 
0,01 мм / год – для сплава Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca.

Биосовместимость in vitro. Результат исследования 
гемолитической активности показал то, что изучаемые 
сплавы не индуцировали статистически достоверно-
го повреждения мембран эритроцитов после 4 и 24 ч 
инкубации (рис. 2). Однако, сравнивая свойства образцов 
сплавов разного состава, можно заметить тенденцию 
нарастания гемолиза под влиянием образцов сплава 

Механические свойства сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca до и после равноканального углового прессования (РКУП)

Mechanical properties of the Zn – 1 %Mg and Zn – 1 %Mg – 0.1 %Ca alloys before and after equal-channel angular pressing (ECAP)

Материал и его обработка 
Material and its processing

Предел текучести, МПа 
Yield stress, MPa

Предел прочности, МПа 
Ultimate tensile strength, MPa

Удлинение, % 
Elongation, %

Zn – 1 %Mg

Отжиг 
Annealing

153 ± 7 156 ± 3 0,2 ± 0,1

РКУП 
ECAP

164 ± 9 197 ± 9 4,0 ± 0,3

Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca

Отжиг 
Annealing

135 ± 13 154 ± 5 0,4 ± 0,1

РКУП 
ECAP

179 ± 6 209 ± 6 3,2 ± 1,0
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Zn – 1 %Mg в сравнении с эффектом сплава Zn – 
1 %Mg – 0,1 %Ca (р >0,05).

Изучение цитотоксичности относительно лейко-
цитов крови продемонстрировало то, что присутствие 
обоих изученных сплавов в среде инкубации не при-
водило к достоверному повышению активности вне-
клеточной ЛДГ в сравнении с контролем (р >0,05) 
(рис. 3). Отсутствие признаков индуцированного 
релиза ЛДГ во внеклеточную среду свидетельствует 
о сохранении его локализации в цитозоле клетки на 
протяжении всего периода коинкубации с образцами 

сплавов, что позволяет сделать вывод об отсутствии 
признаков повреждения клеточных мембран модель-
ных иммунных клеток под воздействием изучаемых 
сплавов.

Приведенные результаты не выявили призна-
ков повреждения клеток крови вследствие контакта 
in vitro с изучаемыми сплавами Zn – 1 %Mg и Zn – 
1 %Mg – 0,1 %Ca после РКУП. Таким образом, мож-
но сделать вывод о том, что введение кальция в состав 

Рис. 1. Скорость деградации сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca 
после обработки равноканальным угловым прессованием при инкуба-
ции в среде на основе RPMI-1640 в течение 1, 3 и 7 сут

Fig. 1. The degradation rate of the Zn – 1 %Mg and Zn – 1 %Mg – 0.1 %Ca 
alloys after equal-channel angular pressing treatment during incubation in 
a medium based on RPMI-1640 for 1, 3 and 7 days

Рис. 2. Гемолитическая активность сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 
1 %Mg – 0,1 %Ca после обработки РКУП в сравнении с контролем

Fig. 2. Hemolytic activity of the Zn – 1 %Mg and Zn – 1 %Mg – 0.1 %Ca 
alloys after equal-channel angular pressing treatment in comparison with 
control

Рис. 3. Изучение цитотоксичности сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 
1 %Mg – 0,1 %Ca по результатам регистрации уровня внеклеточной 
активности лактатдедигрогеназы лейкоцитов крови человека после 
инкубации с изученными образцами в сравнении с контролем

Fig. 3. The study of the cytotoxicity of the Zn – 1 %Mg and Zn – 1 %Mg – 
0.1 %Ca alloys based on the results of registration of the level of extra-
cellular activity of lactate dehydrogenase in human white blood cells after 
incubation with the studied samples in comparison with the control

Рис. 4. Подавление выживаемости опухолевых клеток линии SKOV-3 
после инкубации на поверхности сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 
0,1 %Ca после обработки равноканальным угловым прессованием 
в сравнении с контролем (интактные клетки) in vitro, *p <0,05

Fig. 4. Viability suppression of SKOV-3 tumor cells after incubation on the 
surface of Zn – 1 %Mg and Zn – 1 %Mg – 0.1 %Ca alloys after equal-
channel angular pressing treatment in comparison with the control (intact 
cells) in vitro, *p <0.05
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сплава Zn – 1 %Mg и деформационная обработка 
методом РКУП не индуцируют изменение их биосо-
вместимости.

Противоопухолевая цитотоксичность in vitro. Ре-
зультаты оценки проявлений специфической биоак-
тивности разработанных сплавов в виде цитотокси-
ческого воздействия на опухолевые клетки 
представлены на рис. 4 и 5. Полученные результаты 
показывают то, что контакт с обоими сплавами угне-
тает выживаемость опухолевых клеток (рис. 4). На это 
указывает достоверное снижение результатов ЛДГ-те-
ста, основанного на оценке метаболической актив-
ности клеточной культуры после инкубации на по-
верхности образцов сплавов в сравнении с контролем, 
а также микрофотографии, приведенные на рис. 5. 
После обработки РКУП сплав Zn – 1 %Mg угнетал 
клеточную активность в среднем на 49 %, 

а Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca на 59 %. Изучение клеток 
на поверхности сплавов с использованием флуорес-
центной микроскопии позволило прийти к сходным 
выводам. В сравнении с контролем можно увидеть 
значительное повышение концентрации в культуре 
нежизнеспособных клеток с поврежденной цитоплаз-
мой, а также драматичное снижение абсолютного 
количества живых клеток на поверхности образцов 
сплавов. Эти признаки были особенно выражены 
на образцах сплава Zn – 1 %Mg – 0,1 %Cа.

Обсуждение
В настоящей работе было проведено исследова-

ние механических характеристик, скорости деграда-
ции, отдельных параметров биосовместимости и ци-
тотоксической противоопухолевой активности 
сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Cа, 

Рис. 5. Микрофотографии опухолевых клеток линии SKOV-3 на поверхности образцов сплавов Zn – 1 %Mg (а, в) и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Ca 
(б, г) после 3 дней инкубации. Окраска Calcein AM и пропидием йодидом для визуализации живых (зеленый цвет) и клеток с поврежденной 
мембраной (красный цвет) соответственно

Fig. 5. Micrographs of tumor cells of the SKOV-3 line on the surface of Zn – 1 %Mg (a, c) and Zn – 1 %Mg – 0.1 % Ca (b, d) alloys samples after 3 days 
of incubation. Calcein AM and propidium iodide staining to visualize live (green) and membrane-damaged (red) cells, respectively

а б

в г
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упрочненных РКУП. Исследования подтвердили то, 
что применение обработки с помощью РКУП позво-
ляет повысить прочность обоих исследованных спла-
вов на 20–25 % при повышении пластичности на по-
рядок. Рост механических характеристик вызван 
изменениями, происходящими в структуре и тексту-
ре сплавов в процессе деформационной обработки. 
Ранее X. Zhuo и соавт. показали то, что РКУП сплава 
Zn – 0,4 %Mg – 0,02 %Mn приводит к росту прочно-
сти со 126,0 ± 4,4 до 194,5 ± 4,3 МПа при росте пла-
стичности с 1,7 ± 0,1 до 9,8 ± 1,1 % [31]. Было также 
доказано то, что формирование однородной измель-
ченной микроструктуры и наклоненной базисной 
текстуры после РКУП приводило к росту прочности 
и пластичности сплава Zn – 1,5 %Mg – 0,3 %Y [32].

При исследовании процессов деградации обна-
ружено то, что добавка 0,1 %Ca не приводит к изме-
нению скорости деградации сплава Zn – 1 %Mg. 
При этом увеличение срока инкубации с 1 до 3 дней 
в 2 раза уменьшает скорость деградации. После ин-
кубации в течение 7 дней скорость деградации обоих 
сплавов снижается еще вдвое. Снижение скорости 
деградации может быть связано с постепенным раз-
растанием на поверхности образцов пленки, состоя-
щей из продуктов деградации сплавов. K. Niu и соавт. 
[33] исследовали разрастание пленки продуктов де-
градации на сплавах Zn – 4 %Ag, Zn – 4 %Ag – Cu 
и Zn – 4 %Ag – Mn после инкубации в растворе 
Хенкса. Исследования подтвердили, что на началь-
ных этапах деградации на поверхности образцов об-
разовывались точечные очаги продуктов коррозии, 
которые при увеличении срока эксперимента пре-
вращались в пленку толщиной 50,5; 75,7 и 230,3 мкм 
для сплавов Zn – 4 %Ag, Zn – 4 %Ag – Cu и Zn – 
4 %Ag – Mn соответственно. Исследования, про-
веденные на чистом цинке и сплавах Zn – 3 %Ag  
и Zn – 3 %Ag – 0,5 %Mg, также согласуются с на-
шими результатами. Так, потеря массы чистого Zn 
и сплавов Zn – 3 %Ag, Zn – 3 %Ag – 0,5 %Mg после 
14 дней инкубации в растворе Хенкса составляла 32,5 
± 2,0, 26,1 ± 0,6 и 29,3 ± 3,3 мкм / год. После 30 дней 
испытаний процесс деградации замедлился до 10,4 ± 
0,8, 15,3 ± 3,9 и 14,5 ± 1,6 мкм / год для чистого Zn, 
Zn – 3 %Ag, Zn – 3 %Ag – 0,5 %Mg соответственно 
[34]. Кроме того, стоит подчеркнуть, что полученное 
нами значение скорости деградации сплавов близко 
к скорости, заявляемой как «идеальная» скорость 
деградации биорезорбируемого имплантата. Ранее 
было показано, что скорость деградации ~0,5 мм / год 
является наиболее приемлемой с точки зрения обеспе-
чения одновременного постепенного рассасывания 
изделия и сохранения его несущей способности [35].

Проведенные исследования биосовместимости 
в условиях in vitro не выявили значимого увеличения 
гемолитической активности эритроцитов крови и уг-

нетения жизнеспособности лейкоцитов крови чело-
века (р >0,05), что указывает на отсутствие признаков 
повреждения клеток крови под влиянием изученных 
сплавов цинка после обработки РКУП. Полученные 
данные хорошо согласуются с ранее выполненными 
исследованиями. Исследования гемосовместимости 
других сплавов цинка, например Zn – 2 %Cu – 
0,2 %Mn – Li (с различным содержанием Li), пока-
зали то, что уровень индуцированного гемолиза спла-
вов не превышал 2 %, при этом величина эффекта 
коррелировала с концентрацией экстракта [36]. Спла-
вы Zn, Zn – 0,8 %Cu, Zn – 0,8 %Mn и Zn – 0,8 %Li 
демонстрировали схожий результат [37]. Полученные 
нами данные об отсутствии негативного воздействия 
на клетки крови деформационной обработки методом 
РКУП, опосредующей изменение микроструктуры 
сплавов [38, 39], согласуются с результатами наших 
предыдущих исследований, доказавших биосовме-
стимость сплавов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 
0,1 %Са, обработанных кручением под высоким дав-
лением. Тем не менее, согласно работам других 
исследователей, можно сделать вывод о том, что при-
менение иных методов обработки сплавов может 
ухудшить их биосовместимость. Например, есть дан-
ные о том, что после кручения под высоким давле-
нием сплав Zn – 1 %Mg – 0,1 %Са демонстрировал 
умеренную цитотоксичность, тогда как цитотоксич-
ность сплава Zn – 1 %Mg значимо не отличалась 
от контроля [40, 41]. Отдельно стоит отметить влия-
ние изменения химического состава на биоактивные 
свойства сплава. В частности, есть данные о появле-
нии у сплавов на основе системы Zn–Mg дополни-
тельных функциональных свойств в сравнении с чи-
стым цинком. Так, X. Tong и соавт. наблюдали то, 
что сплавы Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %РЗМ 
обладали эффективным антикоагулянтным действи-
ем, причем добавка РЗМ приводила к увеличению 
этого действия [42], а сплавы на основе системы Zn – Sr 
демонстрировали умеренную антибактериальную 
активность [43]. Кроме того, как уже было прежде 
упомянуто, ионы цинка, магния и кальция могут об-
ладать специфической противоопухолевой цитоток-
сической активностью [20–21, 25–27]. Проведенные 
нами в данной работе исследования подтверждают 
способность сплавов угнетать выживаемость опухо-
левых клеток на примере клеток рака яичников че-
ловека линии SKOV-3. Ранее нами уже было пред-
ставлено то, что сплав Mg – 1,03 %Zn – 0,66 %Ca, 
деградирующий с выделением ионов Mg2+, Zn2+, Ca2+, 
демонстрирует специфическую цитотоксическую 
активность в отношении опухолевых клеток линии 
K562 [44]. При деградации исследуемых в работе 
сплавов также выделяются ионы Mg2+, Zn2+, Ca2+, 
с той только разницей, что в случае сплавов на осно-
ве цинка большинством ионов в растворе являются 
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не ионы Mg2+, а ионы Zn2+, противоопухолевый эф-
фект которых в медицине хорошо известен [45–48]. 
Несмотря на то что нами не было выявлено значимой 
разницы в цитотоксичности сплавов Zn – 1 %Mg 
и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Са против клеток линии 
SKOV-3, наблюдалась тенденция к нарастанию про-
тивоопухолевой цитотоксичности в случае добавле-
ния кальция. При этом 0,1 %Са, добавленный в со-
став сплава, вероятно, приводил к релизу довольно 
низкой концентрации ионов Ca2+. Именно поэтому 
есть основания полагать, что увеличение содержания 
кальция в сплаве может усиливать противоопухоле-
вый эффект.

Заключение
Таким образом, в результате проведенного иссле-

дования мы пришли к выводу о том, что обработка 
методом РКУП не ухудшает биосовместимость спла-
вов Zn – 1 %Mg и Zn – 1 %Mg – 0,1 %Са. Получен-
ные результаты позволяют рассматривать эти сплавы 
как перспективные для создания на их основе био-
деградируемых медицинских изделий. Полученные 
данные об угнетении выживаемости клеток рака яич-
ников человека линии SKOV-3 после инкубации 
на поверхности обоих изученных сплавов позволяют 
предположить, что использование полученного на их 

основе погружного медицинского изделия сможет 
локально тормозить развитие опухолевого роста. Ве-
роятно, подобный подход может быть реализован 
в онкоортопедии для остеосинтеза или возмещения 
дефектов костной ткани, пораженной опухолевым 
процессом. В настоящем исследовании было пока-
зано то, что обработка РКУП за счет регуляции струк-
туры и текстуры исследуемых сплавов позволяет 
 повысить их прочность на 20–25 % при росте пла-
стичности на порядок. Приведенные данные указы-
вают на перспективность разработки на основе изу-
чаемых сплавов медицинских изделий нового типа, 
способных деградировать в биологически активной 
среде со скоростью, не препятствующей сохранению 
их целостности, с постепенным замещением их объ-
ема собственной вновь образованной тканью орга-
низма и релизом биоактивных компонентов. В част-
ности, обнаруженные свойства обосновывают их 
использование в качестве базы погружных имплан-
татов и крепежных элементов для проведения ос-
теореконструктивных операций у онкологических 
больных благодаря уникальному сочетанию механи-
ческих свойств и потенциала снижения риска реци-
дивов опухоли за счет реализации контактной цито-
токсической противоопухолевой активности 
в локусе имплантации металлоконструкций.
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Введение. Актуальным направлением научных исследований в экспериментальной и клинической онкологии 
является радиодинамическая терапия (РДТ) – метод лечения, основанный на активации фотосенсибилизаторов 
(фС) ионизирующим излучением. Как показывают результаты in vitro / in vivo исследований, ряд фотосенсиби-
лизирующих агентов обладают радиомодифицирующими свойствами, а сам метод характеризуется высокой 
противоопухолевой эффективностью.
Цель исследования –  изучить  возможность  повышения  эффективности  фотодинамической  терапии  (фДТ) 
за счет ее комбинированного применения с РДТ в эксперименте in vivo.
Материалы и методы. Работа выполнена на 26 белых нелинейных крысах с массой тела 180 ± 50 г. В качестве 
опухолевой модели использовали лимфосаркому Плисса (ЛСП), которую перевивали подкожно. фС, представ-
ляющий собой тринатриевую соль хлорина е6 («Белмедпрепараты», Беларусь), вводился внутривенно в дозе 
2,5 мг / кг массы тела. Сеанс РДТ проводили через 2,5–3,0, 24 и 48 ч после окончания инфузии фС контактным 
методом (КЛТ) на аппарате microSelectron-HDR V3 Digital (Elekta, Швеция) с использованием γ-излучения (192Ir) 
в разовой очаговой дозе (РОД) 2 Гр до достижения суммарной очаговой дозы (СОД) 6 Гр. Сеанс фДТ осущест-
вляли однократно непосредственно после первого воздействия ионизирующим излучением с помощью полу-
проводникового лазера PDT diode laser (Imaf Axicon, Беларусь, λ = 660 ± 5 нм) в экспозиционной дозе 100 Дж / см2 
с плотностью мощности 0,2 Вт / см2 и мощностью 0,353 Вт. Все крысы были разделены на 4 группы по 6–7 особей 
в каждой: интактный контроль, фС + фДТ, фС + КЛТ, фС + КЛТ + фДТ. Критериями оценки противоопухолевой 
эффективности были: средний объем опухолей (V

ср
), коэффициент абсолютного прироста опухолей (К), коэф-

фициент торможения роста опухолей (ТРО), частота полных опухолевых регрессий (ПР), доля излеченных крыс, 
показатель увеличения средней продолжительности жизни (УПЖ) павших крыс. Различия считались статисти-
чески значимыми при уровне значимости p <0,05.
Результаты. На 18-е сутки эксперимента V

ср
 в группах составил 65,98 ± 0,81 см³; 24,02 ± 4,01 см³ (р <0,00001); 

17,11 ± 4,13 см³ (р <0,00001); 4,42 ± 1,65 см³ (р <0,00001) соответственно. Коэффициенты К – 5497,33 ОЕ, 1714,71 ОЕ, 
1424,83 ОЕ, 367,33 ОЕ. Коэффициенты ТРО – 63,60 % (фС + фДТ); 74,07 % (фС + КЛТ); 93,30 % (фС + КЛТ + фДТ). 
Показатель УПЖ – 25,31 % (фС + фДТ); 55,06 % (фС + КЛТ); 158,22 % (фС + КЛТ + фДТ). На 60-е и 90-е сутки экс-
перимента частота ПР и доля излеченных крыс были одинаковыми и составили в группах 0; 16,7; 14,3 и 42,9 % 
соответственно.
Выводы. Полученные результаты свидетельствуют о наличии у хлоринового фС помимо фотосенсибилизиру-
ющих свойств также и радиомодифицирующих, а разработанный метод комбинированной терапии характери-
зуется высокой противоопухолевой эффективностью.

Ключевые слова: крысы, перевивные опухоли, фотодинамическая терапия, радиодинамическая терапия, фо-
тосенсибилизатор
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Introduction. The current direction of scientific research in experimental and clinical oncology is radiodynamic 
therapy (RDT), a treatment method based on the activation of photosensitizers (PS) by ionizing radiation. As the 
results of in vitro / in vivo studies show, a number of photosensitizing agents have radiomodifying properties, and 
the method itself is characterized by high antitumor efficacy.
Aim. To study the possibility of increasing the effectiveness of photodynamic therapy (PDT) through its combined 
use with RDT in an in vivo experiment.
Materials and methods. The work was performed on 26 white non-linear rats weighing 180 ± 50 g. Pliss lympho-
sarcoma  was  used  as  a  tumor  model,  which  was  transplanted  subcutaneously.  The  chlorine-based  PS  (Belmed-
preparaty, Republic of Belarus) was administered intravenously at a dose of 2.5 mg / kg of body weight. The RDT 
session was performed by the contact method (CRT) after 2.5–3, 24 and 48 hours after the end of PS administra-
tion on the microSelectron-HDR V3 Digital device (Elekta, Sweden) using γ-radiation (192Ir) in a single focal dose 
(SFD) of 2 Gy until the total focal dose of 6 Gy is reached. A PDT session was performed once immediately after the 
first exposure to ionizing radiation using a PDT diode laser (Imaf Axicon, Republic of Belarus, λ = 660 ± 5 nm) at 
an exposure dose of 100 J / cm² with a power density of 0.2 w / cm² and a power of 0.353 w. All rats were divided 
into 4 groups of 6–7 animals each: intact control, PS + PDT, PS + CRT, PS + CRT + PDT. The criteria for evaluating 
antitumor efficacy were: the average volume of tumors (V

av
), the coefficient of absolute growth of tumors (K), the 

coefficient of tumor growth inhibition (TGI), the frequency of complete tumor regressions (CR), the proportion of 
cured rats, an increase in the average duration of dead rats. Differences were considered statistically significant 
at p <0.05.
Results. On the 18th day of the experiment, V

av
 in groups was 65.98 ± 0.81 cm³; 24.02 ± 4.01 cm³ (р <0.00001); 

17.11 ± 4.13 cm³ (р <0.00001); 4.42 ± 1.65 cm³ (р <0.00001), respectively. Coefficients K – 5497.33 OE; 1714.71 OE; 
1424.83 OE; 367.33 OE. TGI coefficients – 63.60 % (PS + PDT); 74.07 % (PS + CRT); 93.30 % (PS + CRT + PDT). 
An in crease in the average duration of dead rats indicator – 25.31 % (PS + PDT); 55.06 % (PS + CRT); 158.22 % 
(PS + CRT + PDT). On the 60th and 90th days of the experiment, the frequency of CR and the proportion of cured rats 
were the same and amounted to 0; 16.7; 14.3 and 42.9 %, respectively.
Conclusion. The results obtained indicate that the chlorine PS has, in addition to photosensitizing properties, also 
radiomodifying properties, and the developed method of combined therapy is characterized by high antitumor ef-
ficacy.

Key words: rats, transplanted tumors, photodynamic therapy, radiodynamic therapy, photosensitizer
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Введение
Фотодинамическая терапия (ФДТ) представляет 

собой высокоэффективный метод лечения пациентов 
с предопухолевыми заболеваниями и злокачественны-
ми новообразованиями [1]. В качестве одного из его 
основных компонентов выступают специальные веще-
ства – фотосенсибилизаторы (ФС), способные к фото-

сенсибилизации биологических тканей, т. е. к увеличе-
нию их чувствительности к свету [2]. В классическом 
понимании для запуска каскада сложных фотохимиче-
ских реакций в опухолевых клетках и тканях, приводя-
щих к их летальному повреждению, используется из-
лучение с определенной длиной волны, генерируемое 
различными лазерными аппаратами и приборами [3].
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Тем не менее в последние годы учеными ряда 
крупных научных центров США, Японии и Италии 
предприняты успешные попытки применения в ка-
честве активирующего ФС физического фактора иони-
зирующего излучения, а данное направление полу-
чило название «радиодинамическая терапия» (РДТ) 
[4]. Как свидетельствуют полученные в эксперимен-
тах in vitro и in vivo результаты, комбинированное 
использование ФС и ионизирующего излучения при-
водит к статистически значимому уменьшению чис-
ла жизнеспособных опухолевых клеток и более вы-
раженному торможению роста различных перевивных 
опухолей по сравнению с лучевой терапией (ЛТ) 
в монорежиме [4–6]. В США (2020) и Германии (2022) 
начаты I / II фазы клинических испытаний, целью 
которых является изучение безопасности, переноси-
мости и оптимальных терапевтических режимов ме-
тода РДТ с 5-аминолевулиновой кислотой (5-АЛК) 
у пациентов с III–IV стадиями злокачественных но-
вообразований головы и шеи, грудной и брюшной 
полостей, малого таза, а также с рецидивными фор-
мами глиобластомы [7, 8].

Предшествующие исследования, выполненные на 
базе Республиканского научно-практического центра 
онкологии и медицинской радиологии им. Н. Н. Алек-
сандрова (аг. Лесной, Республика Беларусь) в 2022 г., 
были направлены на изучение радиомодифицирующих 
свойств белорусского ФС, представляющего собой 
тринатриевую соль хлорина е6, при его комбиниро-
ванном применении с ионизирующим излучением 
в однократном режиме воздействия в разовых оча-
говых дозах (РОД) 2, 4 и 6 Гр. Пилотные данные, 
полученные на основании анализа непосредствен-
ных и отдаленных результатов экспериментального 
исследования на крысах с лимфосаркомой Плисса 
(ЛСП), свидетельствовали о тенденции к достиже-
нию более выраженного противоопухолевого эф-
фекта комбинированного лечения, включающего 
применение ФС с последующим проведением сеан-
сов ЛТ в РОД 4 и 6 Гр, по сравнению с ЛТ в моноре-
жиме [9]. Открытым остается вопрос применения ФС 
и ЛТ во фракционированном режиме облучения.

Для повышения противоопухолевой эффектив-
ности ФДТ целесообразно комбинированное и соче-
танное применение метода с традиционными подхо-
дами в лечении злокачественных новообразований, 
в частности с ЛТ [10]. Основная научная гипотеза 
данной комбинации – возможность использования 
субтерапевтических режимов лазерного и ионизиру-
ющего излучений, применение которых приводит 
к увеличению эффекта каждого из методов терапии 
за счет синергетического воздействия со значительным 
уменьшением риска возникновения серьезных неже-
лательных реакций, имеющих место при применении 
высоких доз указанных физических фак торов.

Цель исследования – изучение возможности по-
вышения противоопухолевой эффективности ФДТ 
с тринатриевой солью хлорина е6 за счет ее комби-
нированного применения с РДТ с использованием 
фракционированного режима облучения перевивных 
опухолей.

Материалы и методы
Лабораторные животные. Пилотное исследование 

выполнено на 26 белых нелинейных беспородных 
крысах-самцах, полученных из вивария Республи-
канского научно-практического центра онкологии 
и медицинской радиологии им. Н. Н. Александрова, 
с массой тела 180 ± 50 г, в возрасте 2,5–3 мес. Дли-
тельность карантина перед включением в экспери-
мент составляла 14 сут. Крысы содержались в стан-
дартных условиях пищевого и питьевого рациона 
ad libitum, при 12-часовом режиме освещения, при 
температуре 20–22 °С и влажности 50–60 % в инди-
видуальных клетках по 5–7 особей в каждой. Условия 
содержания крыс в лаборатории, а также показатели 
влажности, температуры, освещенности в помещении 
соответствовали действующим санитарным правилам 
по устройству, оборудованию и содержанию вивари-
ев (Санитарные правила и нормы 2.1.2.12-18-2006 
«Устройство, оборудование и содержание экспери-
ментально-биологических клиник (вивариев)», По-
становление Главного государственного санитарного 
врача Республики Беларусь от 31.10.2006 г. № 131) 
и межгосударственным стандартам (ГОСТ 33216–2014 
«Руководство по содержанию и уходу за лабора-
торными животными. Правила содержания и ухода 
за лабораторными грызунами и кроликами» и ГОСТ 
33215–2014 «Руководство по содержанию и уходу 
за лабораторными животными. Правила оборудова-
ния помещений и организации процедур», утверж-
денным Постановлением Межгосударственного со-
вета по стандартизации, метрологии и сертификации, 
протокол от 22.12.2014 г. № 73-П).

Опухолевый штамм. В качестве опухолевого штам-
ма использовали ЛСП (Российская коллекция клеточ-
ных культур, Институт цитологии РАН, г. Санкт-Пе-
тербург, Российская Федерация). Данный опухолевый 
штамм был получен Г. Б. Плиссом в 1960 г. от крысы- 
самки, которая с рождения получала диету, содержа-
щую 3,3-дихлорбензидин. Опухоль состоит из мелких 
и крупных лимфоидных клеток (лимфобластов) с вы-
сокой митотической активностью. Перевиваемость 
штамма составляет 75–100 %. Опухоль растет быстро. 
Продолжительность жизни крыс с перевивными опу-
холями варьирует от 12 до 95 сут.

Опухолевая модель. Опухолевую модель у крыс 
создавали путем подкожного пассивирования in vivo. 
Подкожная перевивка включала введение под кожу 
левой паховой области 0,5 мл взвеси опухолевых 
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клеток в 20 % растворе Хенкса. ЛСП относится 
к числу быстрорастущих опухолей с коротким ла-
тентным периодом, в связи с чем крыс с ЛСП вклю-
чали в эксперимент на 6-е сутки после перевивки 
по достижению диаметра опухолевого узла в сред-
нем 5 мм.

Этические аспекты. Экспериментальные иссле-
дования были проведены в соответствии с междуна-
родным законодательством и действующими в Ре-
спублике Беларусь нормативными правовыми актами 
по проведению экспериментальных исследований 
с лабораторными животными, а именно:

1. Европейская конвенция о защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментов или 
в иных научных целях (г. Страсбург, Франция, от 
18.03.1986 г.), с изменениями в соответствии с по-
ложениями Протокола (СЕД № 170 от 02.12.2005 г.).

2. Директива 2010 / 63 / EU Европейского парламен-
та и Европейского союза по охране животных, 
используемых в научных целях (от 22.09.2010 г.).

3. ТПК 125–2008 «Надлежащая лабораторная практи-
ка» (GLP) (постановление Министерства здравоох-
ранения Республики Беларусь № 56 от 28.03.2008 г.).
Характер выполняемых исследований соответст-

вовал ряду принципов 3Rs, разработанных W. M. Rus-
sel и R. L. Berch (1959 г.), а именно:

1) Reduction – сокращение количества используе-
мых лабораторных животных в эксперименте.

2) Refinement – усовершенствование методики про-
ведения эксперимента за счет применения обез-
боливающих и нетравматических методов.
Крыс перед облучением вводили в наркоз (нейро-

лептаналгезия: 0,005 % раствор фентанила + 0,25 % 
раствор дроперидола в соотношении 2:1 по 0,2 мл 
на 100 г массы тела внутримышечно). После оконча-
ния периода наблюдения за крысами их умерщвление 
выполнялось с помощью общепринятых методов 
эвтаназии (aether pro narcosi) c соблюдением гуманных 
методов обращения с лабораторными животными.

Выполнение исследования одобрено Комите-
том по этике Республиканского научно-практиче-
ского центра онкологии и медицинской радиологии 
им. Н. Н. Александрова (выписка из протокола 
от 25.02.2022 г. № 180).

Фото- и радиосенсибилизатор. В качестве лекар-
ственного средства использовали инъекционную 
форму ФС, представляющего собой тринатриевую 
соль хлорина е6, («Белмедпрепараты», Республика 
Беларусь). Вспомогательное вещество – повидон 
с К-значением 17. ФС представлял собой порошок 
лиофилизированный для приготовления раствора 
для внутривенного введения в виде пористой массы 
зеленовато-черного цвета, 100 мг (регистрационный 
номер 16 / 11 / 886 от 08.11.2016 г.). Перед использова-
нием порошок разводили 0,9 % раствором хлорида 

натрия до концентрации 1 мг / мл и вводили путем 
внутривенной инфузии в хвостовую вену крысы в ус-
ловиях затемненного помещения в дозе 2,5 мг / кг.

Радиодинамическая терапия. Облучение перевив-
ных опухолей осуществлялось контактным методом 
(контактная лучевая терапия, КЛТ) на аппарате 
microSelectron-HDR V3 Digital (Elekta, Швеция) с ис-
пользованием γ-излучения (192Ir). Источник имел 
высокую активность (на момент начала эксперимен-
тов она составила 5,2 Ci), что обусловило высокую 
мощность дозы и короткую продолжительность се-
ансов облучения, необходимые для крыс, находящихся 
в состоянии медикаментозного сна. Для проведения 
КЛТ на область перевивной опухоли использовался 
аппликатор Leipzig, фиксировавшийся на поверхно-
сти опухоли с помощью мягких резиновых держалок. 
Облучение проводилось фракционированно: первое 
облучение – в РОД 2 Гр через 2–2,5 ч после оконча-
ния инфузии, второе и третье – в РОД 2 Гр через 24 ч 
и 48 ч после введения ФС соответственно. Суммарная 
очаговая доза (СОД) составила 6 Гр. Расчет времени 
сеанса облучения проводился на системе планиро-
вания Oncentra Brachy v4.5.2 (Elekta, Швеция) на пу-
стой серии изображений с использованием алгоритма 
G-43 без учета отражения и рассеивания излучения 
внутри аппликатора. Использовалась методика КЛТ 
с нормализацией на точку, расположенную на рассто-
янии 5 мм от терапевтической поверхности апплика-
тора, в соответствии с размером мишени и рекомен-
дациями GEC-ESTRO ACROP и др. Используемая 
методика облучения позволила подвести заплани-
рованные РОД на перевивные опухоли у крыс без 
переоблучения нормальных окружающих опухоль 
тканей.

Фотодинамическая терапия. Сеансы ФДТ осу-
ществляли однократно непосредственно после окон-
чания первого воздействия ионизирующим излуче-
нием с помощью полупроводникового лазера PDT 
diode laser (Imaf Axicon, Республика Беларусь) с дли-
ной волны излучения 660 ± 5 нм. Фотооблучение 
перевивных опухолей начинали через 2,5–3 ч пос-
ле окончания инфузии ФС в экспозиционной дозе 
100 Дж / см2 с плотностью мощности 0,2 Вт / см2 
и мощностью 0,353 Вт. Продолжительность воздей-
ствия составила 8 мин.

Дизайн экспериментального исследования. Все воз-
действия производились на 6-е сутки после перевив-
ки ЛСП по достижению диаметра опухолевого узла 
не менее 3–6 мм. Все крысы – 26 особей, включенных 
в исследование, – случайным образом распределены 
на 4 группы по 6–7 особей в каждой:

1. ФС 2,5 мг / кг + КЛТ РОД 2 Гр, СОД 6 Гр.
2. ФС 2,5 мг / кг + ФДТ 100 Дж / см2, 0,2 Вт / см2.
3. ФС 2,5 мг / кг + КЛТ РОД 2 Гр, СОД 6 Гр + ФДТ 

100 Дж / см2, 0,2 Вт / см2.
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4. Интактный контроль (ИК) – крысы с перевив-
ными опухолями, которым не вводился ФС и не 
осуществлялось облучение.

Критерии оценки противоопухолевой 
эффективности
Оценку противоопухолевой эффективности воз-

действий осуществляли по общепринятым в экспе-
риментальной онкологии показателям, характеризу-
ющим динамику изменения среднего объема 
опухолей (V

ср
, в см3), а также изменение коэффици-

ента абсолютного прироста опухоли (К) и коэффи-
циента торможения роста опухолей (ТРО). Динами-
ку роста перевивных опухолей регистрировали 
начиная с 6-х суток после перевивки опухолевого 
штамма ЛСП в течение 2 нед с интервалом 2–3 сут.

Объем опухолей вычисляли по формуле Шрека (1):

V = 
1
6

π × d
1
 × d

2
 × d

3
, 

где d
1,2,3

 – три взаимно перпендикулярных диаметра 
опухоли (в см); π / 6 = 0,52 – постоянная величина; 
V – объем опухоли (в см3).

Коэффициент абсолютного прироста опухоли (К) 
рассчитывали по формуле (2):

K = 
V

t
 – V

t

V
t

,

где V
0
 – исходный объем опухоли (до начала воздей-

ствий); V
t
 – объем опухоли на определенный срок 

наблюдения.
При К >0 (V на соответствующем сроке наблю-

дения превышал его исходное значение) ситуация 
расценивалась как продолженный рост опухоли; 
при –1˂ К ˂0 (V на соответствующем сроке наблю-
дения был меньше его исходного значения) – как тор-
можение роста опухоли; при К = –1 – как полная 
регрессия опухоли.

ТРО рассчитывали по формуле (3):

ТРО = 
V

контроля
 – V

опыта

V
контроля

 × 100,

где V
контроля

 – средний объем опухоли в контрольной 
группе (в см3); V

опыта
 – средний объем опухоли в ос-

новной группе (в см3).
Минимально значимый критерий, демонстриру-

ющий эффективность лечения перевивных опухолей, 
считался при ТРО >50 %.

Частота полных регрессий (ПР) и частота изле-
ченности крыс оценивалась через 60 и 90 сут после 
окончания воздействий при отсутствии визуальных 
и пальпаторных признаков опухолевого роста.

Количественные критерии оценки ингибирую-
щего эффекта на перевивных опухолях у крыс были 
следующими (табл. 1) [11].

Таблица 1. Критерии оценки ингибирующего рост опухолей эффекта

Table 1. Criteria for evaluating the tumor growth-inhibiting effect

Критерии
противоопухолевой эффективности 

Criteria of antitumor efficacy

Значения эффек-
тивности 

Values efficiency

ТРО <20 % 
TGI <20 %

0

ТРО <20–50 % 
TGI <20–50 %

±

ТРО <51–80 % 
TGI <51–80 %

+

ТРО <81–90 % 
TGI <81–90 %

++

ТРО <91–100 % + <50 % ПР 
TGI <91–100 % + CR <50 %

+++

ТРО >91–100 % + >50 % ПР 
TGI >91–100 % + CR >50 %

++++

Примечание. ТРО – коэффициент торможения роста 
опухоли; ПР – полная регрессия. 
Note. TGI – tumor growth inhibition; CR – complete regression.

Оценка противоопухолевого эффекта по увели-
чению продолжительности жизни проводилась 
по окончании эксперимента и гибели всех крыс. 
Определялась средняя продолжительность жизни 
(СПЖ) в группах, и вычислялись показатели УПЖ 
по формуле (4):

УПЖ % = 
СПЖ

опыта
 – V

контроля

V
контроля

 × 100,

где УПЖ – показатель увеличения продолжительно-
сти жизни павших крыс (в %); СПЖ

опыта
 – средняя 

продолжительность жизни павших крыс в опытных 
группах (в сут); СПЖ

контроля
 – средняя продолжитель-

ность жизни павших крыс в контрольной группе 
(в сут).

Минимально значимый критерий, демонстриру-
ющий эффективность лечения перевивных опухолей, 
считался при УПЖ >50 %.

Статистическая обработка полученных данных. 
Статистическая обработка результатов (V

ср
, коэффи-

циенты К и ТРО) проводилась с помощью пакетов 
прикладных программ Excel (версия 2010), Origin Pro 
(Origin Lab., версия 7.0, США) и Statistica (StatSoft, Inc., 
версия 10.0, США). Данные представляли как M ± m 
(среднее значение ± ошибка среднего значения). Для 
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оценки достоверности различий использовали U кри-
терий Манна–Уитни. Различия считались статисти-
чески значимыми при уровне значимости p <0,05. 
Общая выживаемость оценивалась с использованием 
непараметрического метода Каплана–Майера. Точ-
кой 0 принята дата перевивки опухоли, событием – 
гибель крысы, окончанием наблюдения – гибель всех 
крыс в опытной группе. Сравнительный анализ дан-
ных проводился с помощью непараметрического 

лог-ранк-теста. Различия считались статистически 
значимыми при уровне значимости p <0,05.

Результаты
Перевиваемость опухолевого штамма состави-

ла 100 %.
Побочных реакций и осложнений, связанных 

с внутривенным введением ФС, а также проведени-
ем сеансов ФДТ и КЛТ, зарегистрировано не было.

Таблица 2. Данные о динамике роста перевивных опухолей в эксперименте на крысах с лимфосаркомой Плисса

Table 2. Data on the growth dynamics of transplanted tumors in an experiment on rats with Pliss lymphosarcoma

Наименование
группы 
Groups

Исследуемые критерии 
Research criteria

Время после перевивки, сут 
Days after tumors transplantation, days

Средний объем, см3 (M ± m) 
V

av
, cm3 (M ± m) 

Коэффициент абсолютного прироста опухолей (К), ОЕ 
Coefficient of absolute tumor growth (К), units

Коэффициент торможения роста опухолей (ТРО), % 
Coefficient of tumor growth inhibition (TGI), %

р vs интактный контроль 
p vs intact control

6 9 11 13 15 18

ИК 
IC

0,012 ± 0,001 1,33 ± 0,14 9,19 ± 0,56 18,07 ± 0,22 49,53 ± 2,72 65,98 ± 0,81

 – 109,83 764,83 1504,83 4126,50 5497,33

 –  –  –  –  –  – 

 –  –  –  –  –  – 

ФС + КЛТ 
PS + CRT

0,012 ± 0,001 0,20 ± 0,05 1,18 ± 0,38 3,24 ± 0,91 8,89 ± 2,31 17,11 ± 4,13

 – 15,67 97,33 269,00 739,83 1424,83

 – 84,96 87,16 82,07 82,03 74,07

>0,05 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000

ФС + ФДТ 
PS + PDT

0,014 ± 0,001 0,65 ± 0,16 1,69 ± 0,38 4,58 ± 0,89 12,12 ± 2,11 24,02 ± 4,01

 – 45,43 119,71 326,14 864,71 1714,71

 – 51,13 81,61 74,65 75,53 63,60

>0,05 0,008 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000

ФС + КЛТ + ФДТ 
PS + CRT + PDT

0,012 ± 0,001 0,11 ± 0,02 0,36 ± 0,11 1,37 ± 0,51 2,96 ± 1,09 4,42 ± 1,65

 – 8,17 29,00 113,17 245,67 367,33

 – 91,73 96,08 92,42 94,02 93,30

>0,05 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000

Примечание. ИК – интактный контроль; ФС – фотосенсибилизатор; КЛТ – контактная лучевая терапия; ФДТ – фо-
тодинамическая терапия 
Note. IC – intact control; PS – photosensitizer; CRT – contact radiotherapy; PDT – photodynamic therapy
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В эксперименте оценивали противоопухолевую 
эффективность метода комбинированной терапии 
перевивных опухолей, включающего системное (вну-
тривенное) введение ФС, представляющего собой 
тринатриевую соль хлорина е6, с последующим од-
нократным воздействием лазерным излучением в экс-
позиционной дозе 100 Дж / см2 с плотностью мощно-
сти 0,2 Вт / см2 и фракционированным воздействием 
ионизирующим излучением в РОД 2 Гр тремя фрак-
циями до достижения СОД 6 Гр в сравнении с каждым 
из компонентов метода (ФС + КЛТ, ФС + ФДТ) и ИК.

Как видно из табл. 2 и рис. 1, в течение всего 
срока оценки показателей, характеризующих изме-
нение динамики роста перевивных опухолей (с 6-х 
по 18-е сутки после терапевтических воздействий), 
отмечено его статистически значимое торможение 
как в группе комбинированной терапии, так и в груп-
пах-компонентах предложенного метода по сравне-
нию с группой ИК (р ˂0,05).

На 18-е сутки эксперимента V
ср

 в группе комбини-
рованной терапии был статистически значимо мень-
ше: в 14,93 раза по сравнению с ИК (р = 0,00000), 
в 5,43 раза по сравнению с группой ФС + ФДТ (р = 0,0005) 
и в 3,87 раза по сравнению с группой ФС + КЛТ (р = 0,013).

Противоопухолевая эффективность воздействий 
по полуколичественной шкале оценки (табл. 1) пред-
ставлена в табл. 3.

В табл. 4 и на рис. 2 представлены данные о по-
казателях выживаемости павших крыс в данной серии 

экспериментов. Полученные результаты свидетель-
ствуют о высокой противоопухолевой эффективности 
разработанного метода комбинированной терапии: 
достигнуто статистически значимое увеличение СПЖ 
по сравнению с ИК и каждым из компонентов метода (р 
= 0,0002 – с ФС + ФДТ и р = 0,002 – с ФС + КЛТ).

Рис. 1. Изменение среднего объема перевивных опухолей в группах исследования: ИК – интактный контроль; ФС – фотосенсибилизатор; 
КЛТ – контактная лучевая терапия; ФДТ – фотодинамическая терапия

Fig. 1. Change in the average volume of transplanted tumors in study groups: IC – intact control, PS – photosensitizer, CRT – contact radiotherapy, 
PDT – photodynamic therapy
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Рис. 2. Показатели выживаемости крыс в эксперименте: ИК – ин-
тактный контроль; ФС – фотосенсибилизатор; КЛТ – контактная 
лучевая терапия; ФДТ – фотодинамическая терапия

Fig. 2. Survival rates of rats in the experiment: IC – intact control, PS – 
photosensitizer, CRT – contact radiotherapy, PDT – photodynamic therapy
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Таблица 4. Показатели выживаемости в эксперименте

Table 4. Survival rates in the experiment

Наименование группы 
Groups

Информация 
Information

Средняя продолжительность 
жизни, сутки 

Аverage life expectancy, days

Увеличение средней 
продолжительности жизни, % 

Increase in average life expectancy,  %

p vs интактный 
 контроль 

p vs intact control

ИК 
IC

15,80 ± 1,32  –  – 

ФС + ФДТ 
PS + PDT

19,80 ± 1,96 25,31 0,11

ФС + КЛТ 
PS + CRT

24,50 ± 2,21 55,06 0,005

ФС + КЛТ + ФДТ 
PS + CRT + PDT

40,80 ± 3,71 158,22 0,00004

Примечание. ИК – интактный контроль; ФС – фотосенсибилизатор; КЛТ – контактная лучевая терапия; ФДТ – фо-
тодинамическая терапия 
Note. IC – intact control; PS – photosensitizer; CRT – contact radiotherapy; PDT – photodynamic therapy

Таблица 3. Оценка противоопухолевой эффективности по критериям ингибирующих рост перевивных опухолей эффектов

Table 3. Evaluation of antitumor efficacy according to the criteria growth-inhibiting effects of transplanted tumors

Наименование группы 
Groups

Исследуемые критерии 
Research criteria

Коэффициент торможения роста опухоли, % 
Tumor growth inhibition coefficient, %

Частота полных регрессий, % 
Frequency of complete regressions, %

Эффективность 
Efficacy

ИК 
IC

 – 0,0 0

ФС + ФДТ 
PS + PDT

63,60 16,7 +++

ФС + КЛТ 
PS + CRT

74,07 14,3 +++

ФС + КЛТ + ФДТ 
PS + CRT + PDT

93,30 42,9 +++

Примечание. ИК – интактный контроль; ФС – фотосенсибилизатор; ФДТ – фотодинамическая терапия; КЛТ – кон-
тактная лучевая терапия 
Note. IC – intact control; PS – photosensitize; PDT – photodynamic therapy; CRT – contact radiotherapy

Таким образом, разработанный метод комбини-
рованной терапии, который включает внутривенное 
введение ФС, а именно тринатриевой соли хлори-
на е6, в дозе 2,5 мг / кг массы тела с последующими 
через 2,5–3,0, 24 и 48 ч после окончания инфузии ФС 
сеансами КЛТ при фракционированном облучении 
в РОД 2 Гр до достижения СОД 6 Гр и ФДТ в экспо-
зиционной дозе 100 Дж / см2 и плотности мощности 
лазерного излучения 0,2 Вт / см2, продемонстрировал 
высокую противоопухолевую эффективность. На 
18-е сутки после сеанса лечения животных коэффи-
циент К составил 367,33 ОЕ; величина ТРО по срав-
нению с ИК – 93,30 %. На 60-е и 90-е сутки частота 

ПР и излечения составила 42,9 % и 42,9 % соответ-
ственно. Показатели СПЖ и УПЖ – 40,80 ± 3,71 сут 
и 158,22 % соответственно. Эффективность воздей-
ствия по полуколичественной шкале оценки соста-
вила «+++».

Обсуждение
Фотосенсибилизаторы – вещества природного 

и синтетического происхождения, используемые 
для ФДТ в экспериментальной и клинической онко-
логии. В последние годы актуализировался интерес 
исследователей к использованию с целью их актива-
ции таких физических факторов как ультразвук, 



83

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 3'2023  ТОм 22    vol. 22

Оригинальные статьи | Original reports

магнитные поля и гипертермия [12]. Рядом авторских 
коллективов предложено применять в качестве радио-
модификаторов ионизирующего излучения различ-
ные ФС. Данное направление научных исследований 
получило название «радиодинамическая терапия» 
(РДТ) – метод лечения, основанный на комбини-
рованном применении ФС и ионизирующего излу-
чения, как правило, при дистанционной ЛТ [5]. 
В источниках литературы, опубликованных в период 
с начала 2000-х гг. до 2019 г., встречаются немного-
численные публикации, посвященные изучению 
 радиодинамической активности ФС «Протопорфи-
рин IX» (ПпIX), «Дериват гематопорфирина» и «Пор-
фимер содиум» в экспериментах in vitro / in vivo (глио-
мы c6 и U-373 MG, глиосаркома 9L; плоскоклеточная 
карцинома пищевода человека ОE-21, аденокарци-
нома пищевода человека OE-33; карцинома мочево-
го пузыря человека RT4 и аденонокарцинома толсто-
го кишечника HT-29) [13–16].

В дальнейшем J. V. Panetta и соавт. из Fox Chase 
Cancer Center (США) (2020) опубликовали результа-
ты применения РДТ с ФС ПпIX у мышей с ортото-
пической моделью карциномы предстательной же-
лезы человека РС-3. Вызывающая образование 
эндогенного ФС 5-АЛК вводилась перорально в до-
зе 100 мг / кг за 4 ч до начала облучения подкожно 
перевитых опухолей, которое осуществлялось в РОД 
4 Гр однократно. Авторы сообщили, что через 1 и 2 нед 
от момента начала эксперимента в группе РДТ 
(5-АЛК + ЛТ) средний объем опухолей был на 24 ± 9 % 
и 21 ± 8 % меньше по сравнению с группой ЛТ в мо-
норежиме соответственно (р ˂0,05) [4].

В другом исследовании J. Takahashi и соавт. 
(Health and Medical Research Institute, Япония) (2021) 
представили экспериментальные данные о примене-
нии РДТ с ФС ПпIX против глиобластом человека 
U251MG и U87MG у мышей BALB / c-nu / nu. 5-АЛК 
вводилась перорально в дозах 60 и 120 мг / кг за 4 ч 
до начала облучения подкожно перевитых опухолей, 
которое проводилось в РОД 2 Гр 5 раз в неделю в те-
чение 6 нед до достижения СОД 60 Гр. Авторы при-
шли к выводу, что предложенная методика облучения 
по схеме РДТ (5-АЛК 120 мг / кг + ЛТ СОД 60 Гр) ока-
зывает выраженное тормозящее действие на рост 
обеих моделей перевивных опухолей в течение всего 
срока наблюдения (42 и 70 сут соответственно), вы-
зывая в опухолевой ткани развитие морфологически 
подтвержденных необратимых повреждений [17].

D. M. Yang и соавт. (2022) (Fox Chase Cancer 
Center, США) доказали наличие радиосенсибилизи-
рующих свойств у 5-АЛК в эксперименте на линей-
ных мышах C57BL / 6 с перевитой подкожно опухолью 
мелкоклеточным раком легкого КР1. Перорально 
вводилась 5-АЛК в дозе 100 мг / кг за 4 ч до начала 
облучения подкожно перевитых опухолей, которое 

осуществлялось однократно в РОД 4 Гр. Авторы при-
шли к выводу, что через 2 нед после начала экспери-
мента в группе РДТ (5-АЛК + ЛТ) зарегистрировано 
торможение роста перевивных опухолей на 52,1; 48,1 
и 57,9 % по сравнению с группами 5-АЛК (р ˂0,001), 
ЛТ в монорежиме (р ˂0,001) и интактным контролем 
(р ˂0,001) соответственно [18].

Y. Matsuyama и соавт. (Mie University Graduate 
School of Medicine, Япония) (2022) в экспериментах 
in vivo изучили возможность применения акридина 
оранжевого (АО) в качестве радиомодификатора. 
В качестве объектов исследований авторы использо-
вали линейных мышей C3H / HeSlc и BALB / cSlc-nu / nu 
с перевивными опухолями: остеосаркомой мышей 
LM8, раком предстательной железы человека PC-3 
и раком молочной железы человека MDA-MB-231. 
АО вводился подкожно по периметру опухолей в до-
зе 1 мкг / мл. Облучение производилось однократно 
в РОД 5 Гр. Авторы сообщили, что РДТ (АО + ЛТ) 
продемонстрировала выраженный цитостатический 
эффект в отношении всех видов опухолей. Так, к кон-
цу 2-й недели эксперимента средний объем опухолей 
LM8 в контрольной группе составил 890 мм3, AO – 
780 мм3, ЛТ РОД 5 Гр – 120 мм3 и AO + ЛТ РОД 5 Гр – 
42 мм3 (p ˂0,05); для MDA-MB-231 – 1060, 620, 1010 
и 29 мм3 (p ˂0,05) и для PC-3 – 530, 200, 45 и 14 мм3 
(p ˂0,05) соответственно [5].

И, наконец, C. Dupin и соавт. (Bordeaux Institute 
of onсology, Франция) (2022) представили опыт при-
менения метода РДТ в эксперименте на иммуно-
дефицитных мышах RAGγ2C−/− с ортотопической 
моделью глиобластомы человека Р3. В качестве фо-
тосенсибилизирующего агента использовали 5-АЛК, 
которую вводили интраперитонеально в дозе 100 мг / кг. 
Облучение перевивных опухолей осуществляли 3 раза 
в неделю в следующих режимах: 3 × 2 Гр, 5×2 Гр 
и 5 × 3 Гр; 2,55 Гр / мин. На основании анализа полу-
ченных результатов по критерию выживаемости оп-
тимальным воздействием было фракционированное 
облучение в режиме 5 × 3 Гр 3 раза в неделю (73–83 сут) 
vs контроль (без воздействий) (15–24 сут), ЛТ 3 × 2 Гр 
(41–47 сут) и ЛТ 5 × 3 Гр (48–62 сут) (р ˂0,05). В срав-
нительном аспекте отмечена тенденция к оптимиза-
ции показателей выживаемости в группе 5-АЛК + ЛТ 
5 × 2 Гр (53–67 сут) к группе ЛТ 5 × 2 Гр (р = 0,24; 
HR = 1,57) [19].

Авторы сообщают о статистически значимом со-
кращении числа жизнеспособных опухолевых клеток 
и торможении роста перевивных опухолей в группах 
комбинированной терапии по сравнению с ЛТ в мо-
норежиме. Проанализированные данные свидетель-
ствуют о значительных перспективах данного направ-
ления в экспериментальной онкологии.

Полученные в экспериментах результаты по-
зволяют сделать вывод о наличии у ряда ФС 
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радиомодифицирующих свойств, что создает пред-
посылки для оптимизации и дальнейшего совершен-
ствования комплексной терапии пациентов со зло-
качественными новообразованиями различных 
локализаций. Учеными из Германии и Израиля на-
чата апробация метода в клинике в рамках пилотных 
проектов [20, 21]. Полученные данные показывают 
хорошую переносимость РДТ (ФС + ЛТ) и отсутствие 
серьезных нежелательных реакций у пациентов с гли-
омами, раком мочевого пузыря, шейки матки, мела-
номой, остеогенной саркомой, лимфосаркомой и др., 
а также удовлетворительную противоопухолевую 
эффективность, которая подтверждена увеличением 
частоты объективных ответов и редукции объема опу-
холей, что позволило перевести их в резектабельное 
со стояние.

Тем не менее из-за немногочисленности проле-
ченных пациентов, отсутствия результатов рандоми-
зированных исследований и необходимости их про-
ведения с целью оптимизации режимов воздействия 
ионизирующим излучением и определения эффек-
тивности комбинированной терапии по сравнению 
с монотерапией ЛТ пока нельзя сделать окончатель-
ные выводы о перспективах данного направления 
в клинической онкологии. В связи с этим иници-
ированы несколько клинических испытаний на боль-
ших выборках пациентов с целью оценки безопас-
ности и переносимости РДТ. Так, клиническое 
испытание A Phase I Dose Finding Study Of Low-dose 
Radiation With Sensitization Using 5-aminolevulinic Acid 
In Advanced Malignancies, в основе которого лежит 
определение оптимальных доз ЛТ и ФС у пациентов 
с различными нозологическими формами злокаче-
ственных новообразований (солидные опухоли голо-
вы и шеи, грудной и брюшной полостей, малого таза), 
начато Fox Chase Cancer Center (США) в июле 2020 г. 
В исследование планируется включение 130 пациен-
тов. В качестве ФС используется 5-АЛК в 3 дозах. 
Облучение осуществляется фракционированно, 
а курс терапии проводится однократно и составляет 
21 день. В дальнейшем пациенты находятся под ди-
намическим наблюдением в течение 56 сут с целью 
оценки частоты и степени выраженности нежелатель-
ных реакций, а также предварительных данных о про-
тивоопухолевой эффективности метода [7].

Клиническое испытание Phase I / II Dose Escala-
tion Trial of Radiodynamic Therapy (RDT) With 5-Ami-
nolevulinic Acid in Patients With First Recurrence of 
Glioblastoma под руководством проф. W. Stummer 

(University Hospital Münster, Germany) начато в октя-
бре 2022 г. В исследование планируется включить 
34 пациента с рецидивной формой глиобластомы 
(первый рецидив после комбинированного или ком-
плексного лечения). В качестве ФС используется 
5-АЛК (Gliolan®). Облучение будет проводиться фрак-
ционированно, а целью исследования будет опре-
деление максимально переносимых доз ФС и ЛТ, 
а также оптимального числа сеансов РДТ. В качестве 
критериев противоопухолевой эффективности будут 
изучены показатели выживаемости пациентов (общая 
6-месячная выживаемость, 6-месячная выживаемость 
без прогрессирования и др.) [8].

Как свидетельствуют представленные выше данные, 
ФС наряду с традиционными фотосенсибилизирую-
щими свойствами обладают и свойствами радиомо-
дификаторов. Для повышения противоопухолевой 
эффективности ФДТ целесообразно комбинирован-
ное и сочетанное применение метода с традицион-
ными подходами в лечении злокачественных ново-
образований, в частности с ЛТ [10]. Основой данной 
комбинации является возможность использования 
субтерапевтических режимов лазерного и ионизиру-
ющего излучений, применение которых приводит 
к увеличению эффекта каждого из методов терапии 
за счет синергетического воздействия со значительным 
уменьшением риска возникновения серьезных неже-
лательных реакций, имеющих место при применении 
высоких доз указанных физических факторов.

Заключение
Пилотные данные, полученные на основании 

анализа непосредственных и отдаленных результатов 
экспериментального исследования на перевивных 
опухолях у крыс, свидетельствуют о высокой проти-
воопухолевой эффективности комбинированного 
лечения, включающего применение ФС, представля-
ющего собой тринатриевую соль хлорина е6, с после-
дующим проведением сеансов РДТ во фракциониро-
ванном режиме облучения и ФДТ при однократном 
режиме облучения по сравнению с РДТ и ФДТ в мо-
норежимах. Публикации, посвященные изучению 
эффективности комбинированного применения дан-
ного ФС хлоринового ряда и указанных методов тера-
пии, демонстрирующих положительные результаты, 
в доступных источниках литературы носят единич-
ный характер, что позволяет сделать вывод о необхо-
димости и перспективности развития более глубоких 
исследований в данном направлении [22].
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описанного выше исследования с указаниями на графики, таблицы и рисунки. Допускается сопоставле­
ние полученных результатов с данными других исследователей. Возможно включение обоснованных 
рекомендаций для клинической практики и применения полученных данных в предстоящих исследова­
ниях. Следует избегать повторения сведений из раздела «Введение». Результаты представляются чётко, 
в виде коротких описаний.

Заключение. Должно быть кратким и лаконичным. Подведение итога проделанной работы и ги­
потеза авторов о значении полученных данных – в рамках патогенеза, лечения, диагностики; перспек­
тивы использования полученных данных.

7. Иллюстративный материал
Иллюстративным материалом являются фотографии, рисунки, схемы, графики, диаграммы, табли­

цы. В  тексте должны быть указаны ссылки на  таблицы и  рисунки, например: (табл. 1), (рис. 1) 
или на рис. 1 представлены…, которые должны быть размещены в соответствующих по смыслу аб­
зацах и последовательно пронумерованы. Рисунки и таблицы нумеруются отдельно.

Иллюстративный материал должен быть представлен в виде отдельных файлов и не фигурировать 
в тексте статьи. Схемы, графики, диаграммы, таблицы могут быть собраны в общие файлы по типу иллю­
стративного материала с началом каждого с новой страницы. Например: все таблицы собраны в отдель­
ный от статьи файл, где каждая новая таблица начинается с новой страницы. Если в этой же статье есть 
диаграммы, то они будут составлять следующий файл, где будут собраны исключительно диаграммы, 
и каждая из них будет размещена на отдельном листе документа. Файлы иллюстративного материала 
должны позволять воспроизвести высокое качество изображения в  электронной и  печатной версии 
журнала. Если иллюстративный материал ранее был опубликован в других изданиях, автор обязан пре­
доставить в  редакцию разрешение правообладателя на  публикацию данного изображения в  другом 
журнале, в противном случае это будет считаться плагиатом и к публикации принято не будет. Количе­
ство иллюстраций должно соответствовать объему предоставляемой информации, избыточность иллю­
страций может привести к возвращению авторам статьи для доработки на предмет сокращения. Дан­
ные таблиц не должны повторять данные рисунков и текста и наоборот.

Фотографии представляются в формате TIFF, JPG с разрешением не менее 300 dpi (точек на дюйм). 
Глаза пациентов или здоровых испытуемых на фотографиях должны быть закрыты черным прямоуголь­
ником, в случае его отсутствия автор должен предоставить в редакцию письменное разрешение пациен­
та на публикацию.

Рисунки, графики, схемы, диаграммы представляются в формате EPS Adobe Illustrator 7.0–10.0 
или Office Excel. При невозможности представления в данном формате необходимо связаться с редакцией.

Все рисунки должны быть пронумерованы и снабжены подрисуночными подписями. Фрагменты 
рисунка обозначаются строчными буквами русского алфавита – «а», «б» и т. д. Все сокращения, обозначения 
в виде кривых, букв, цифр и т. д., использованные на рисунке, должны быть расшифрованы в подрисуноч­
ной подписи. Подписи к рисункам даются на отдельном листе после текста статьи в одном с ней файле.

Названия рисунков должны быть переведены на английский язык.
Таблицы должны быть наглядными, иметь название и порядковый номер. Заголовки граф должны 

соответствовать их содержанию. Все сокращения расшифровываются в примечании к таблице. Необходимо 
указывать применявшийся для анализа статистический метод и соответствующее значение достоверности (р). 
В случае размера таблиц больше, чем на лист А4, они представляются в виде отдельного файла doc, docx, rtf.

Названия таблиц должны быть переведены на английский язык.
Все формулы должны быть тщательно выверены автором, набраны или встроены в формат тек­

стового редактора. В формулах необходимо различать строчные и прописные, латинские и греческие, 
подстрочные и надстрочные буквы. Использованные автором сокращения должны быть разъяснены 
под формулой.

8. Единицы измерения и сокращения
Единицы измерения даются в Международной системе единиц (СИ). Если исследование проводи­

лось на приборах, дающих показатели в других единицах, необходимо перевести их в систему СИ с ука­
занием коэффициента пересчета или компьютерной программы в разделе «Материалы и методы».

Сокращения слов не допускаются, кроме общепринятых. Все аббревиатуры в тексте статьи должны 
быть полностью расшифрованы при  первом упоминании (например, рак предстательной железы 
(РПЖ)). Список использованных сокращений приводится после списка литературы. Не следует парал­
лельно использовать термин и его сокращение.

Название генов пишется курсивом, название белков – обычным шрифтом.
9. Список литературы
Не менее 50 процентов источников из списка литературы должны быть опубликованы за последние 

5 лет, в том числе в журналах, индексируемых в базах данных Web of Science, Scopus, Science Index.



Все источники должны быть пронумерованы, нумерация осуществляется строго по мере цитиро­
вания в тексте статьи, но не в алфавитном порядке. Все ссылки на источники литературы в тексте 
статьи печатаются арабскими цифрами в квадратных скобках (например: [5], [7, 8], [7−9]). Количе­
ство цитируемых работ: в оригинальных статьях желательно не более 25 источников, в обзорах лите­
ратуры − не более 60.

Ссылки должны даваться на первоисточники и не цитировать один обзор, где они упомянуты. Ссыл­
ки на  неопубликованные работы, учебники, учебные пособия, нормативные и  архивные материалы, 
статистические сборники, ГОСТы, распоряжения, анонимные источники, публикации в СМИ, моногра­
фии, авторефераты и диссертации и т. д. не допускаются.

В  цитируемой литературе нужно указывать источники с  DOI (Digital Object Identifier, подробнее 
на  сайте www.crossref.org) при  наличии и  PMID (PubMed identifier, подробнее на  сайте https://
www.ncbi.nlm.nih.gov / ).

Ссылки на  источники литературы должны быть оформлены следующим образом: для  каждого 
источника необходимо указать: фамилии и инициалы авторов (если авторов более 4, указываются пер­
вые 3 автора, затем ставится «и др.» в русском или «et al.» в английском тексте). Авторы цитируемых 
источников должны быть указаны в том же порядке, что и в первоисточнике.

Для каждого русскоязычного источника должен приводиться перевод на английский язык (можно 
проверить на сайте elibrary.ru). При отсутствии перевода основных сведений в первоисточнике необхо­
дима транслитерация ссылки на английский язык (рекомендуем обращаться на сайт translit.net (стан­
дарт транслитерации – BSI)).

Статья в журнале
Фамилия  И. О. авторов. Название статьи. Название журнала год; том (номер выпуска): страницы 

(повторяющиеся цифры страниц не указывать, например: 185–7).
Примеры:
Srigley J. R., Delahunt B., Eble J. N. et al. The International society of urological pathology (ISUP) Vancouver 

classification of renal neoplasia. Am J Surg Pathol 2013;37 (10):1469–89. DOI: 10.1097 / PAS. 0b013e318299f2d1.
Михайленко  Д. С., Алексеев  Б. Я., Ефремов  Г. Д., Каприн  А. Д.  Генетические особенности несветло­

клеточного рака почки. Онкоурология 2016;12(3):14–21. DOI: 10.17 650 / 1726­9776­2016­12­3­14­21. 
[Mikhaylenko D. S., Alekseev B. Y., Efremov G. D., Kaprin A. D. Genetic characteristics of the non­clear cell renal 
cancer. Cancer Urology 2016;12 (3):14–21. (In Russ.)].

Монографии, сборники тезисов
Фамилия И. О. авторов. Полное название книги. Место издания: название издательства; год издания; 

номера страниц или общее количество страниц.
Примеры:
Матвеев Б. П., Бухаркин Б. В., Калинин С. А. Лечение гормонорезистентного рака предстательной же­

лезы. В кн.: Материалы конференции «Онкологическая урология: от научных исследований к клиниче­
ской практике (современные возможности лечения опухолей предстательной железы, мочевого пузыря 
и почки)». М., 2004. С. 28–31. [Маtveev B. P., Buharkin B. V., Kalinin S. А. Treatment of the hormone resistant 
prostate cancer. In the book: Маterials of the conference «Оncologic urology: from scientific studies to clinical 
practice (modern opportunities for the treatment of prostate, bladder and kidney tumors). Мoscow, 2004.  
P. 28–31. (In Russ.)].

Каприн А. Д., Нестеров П. В., Костин А. А. и др. Особенности хирургического этапа лечения пациентов, 
страдающих раком мочевого пузыря с синдромом нижних мочевых путей. Материалы I конгресса Рос. 
общества онкоурологов: тез. докл. М., 2006. С. 87–88. [Kaprin А. D., Nesterov P. V., Kostin А. А. et al. Peculiarities 
of the surgical stage of the treatment of patients with bladder cancer with the syndrome of lower urinary tracts. 
Маterials of the I congress of the Russian Oncourologists» Society: report abstract. Мoscow, 2006. P. 87–88. (In Russ.)].

Патенты
Фамилия  И. О. изобретателя, заявителя, патентовладельца. Название изобретения. Обозначение 

вида документа, название страны, номер, дата публикации (регистрационный номер заявки, дата подачи).
Пример:
Колс  Ян. Применение Мидостаурина для  лечения желудочно­кишечных стромальных опухолей. 

Патент США № 5093330 от  03.03.1992  г. [Kols Jan (BE) Administration of Midostaurin for treating 
gastrointeastinal stromal tumours. RU2 410 098C2. (In Russ.)].

При ссылке на данные, полученные из Интернета, указывают электронный адрес цитируемого 
источника.

10. Этические вопросы
• Авторство
Право называться автором имеют лица, которые:
1)  внесли значительный вклад в концепцию и дизайн исследования или в анализ и интерпретацию 

данных;
2) активно участвовали в подготовке текста статьи или внесении принципиальных изменений;
3) участвовали в окончательном утверждении версии, которая сдается в печать;
4) готовы принять на себя ответственность за содержание статьи.
Исключительно обеспечение финансирования или подбор материала для статьи не оправдывает 

включения в  состав авторской группы. Общее руководство исследовательским коллективом также 
не признается достаточным для авторства.

Редакторы вправе запросить информацию о вкладе каждого из авторов в написание статьи и опу­
бликовать ее.

Возможные варианты участия авторов: разработка дизайна исследования, получение данных 
для анализа, анализ полученных данных (включая статистический), обзор публикаций по теме статьи, 
написание текста рукописи и др.

Пример:
А. М. Иванов: разработка дизайна исследования;
В. С. Петров, Г. П. Сидоров: получение данных для анализа, анализ полученных данных;
М. М. Иванова: написание текста рукописи;
О. Д. Сидорова: обзор публикаций по теме статьи, анализ полученных данных.
Все члены коллектива, не отвечающие критериям авторства, не оказавшие помощь в проведении 

исследования по сбору, анализу и интерпретации данных, предоставлению материалов и инструментов, 
должны быть перечислены с их согласия в разделе «Благодарности».

• Конфликт интересов
В конце статьи необходимо указать наличие конфликта интересов для всех авторов. Конфликт 

интересов подразумевает наличие каких­либо связей и / или  личной заинтересованности, которые 
потенциально могут повлиять на  результаты, интерпретацию полученных данных, объективное 
их восприятие, в частности финансовые отношения и сотрудничество с какими­либо организациями 
(например, получение гонораров, образовательных грантов, участие в экспертных советах, членство, 
трудовые отношения, консультационная работа, владение магазином в  частной собственности 
или  другие интересы) или  нефинансовая заинтересованность (например, личные или  профессио­
нальные взаимоотношения, знакомства и  пр.), касающиеся рассматриваемых в  статье вопросов 
и / или материалов.

В случае отсутствия конфликта интересов в конце статьи следует констатировать следующее:
Для статьи 1 автора / 2 и более авторов
Конфликт интересов. Автор / авторы заявляет / заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Conflict of interest. The author / authors declares / declare no conflict of interest.
• Источник финансирования
Информация о наличии или отсутствии финансирования указывается для всех статей. Пример 

оформления для статьи с авторским исследованием:
Финансирование. Исследование выполнено при поддержке <...>.
Статьи, в которых содержится информация, не касающаяся непосредственно исследования, оформ­

ляются следующим образом:
Финансирование. Работа выполнена при поддержке <…>.
• Информированное согласие пациентов
Данный раздел необходим при  публикации статей с  авторскими исследованиями и  описаниями 

клинических случаев. Авторы должны предоставить в редакцию письменное информированное согла­
сие больного на распространение информации и сообщить об этом в статье:

Информированное согласие. Все пациенты подписали информированное согласие на участие 
в исследовании.

• Соблюдение прав животных при проведении исследования
Пример оформления раздела:
Соблюдение правил биоэтики. Исследование выполнено в соответствии с этическими нормами 

обращения с животными, принятыми Европейской конвенцией по защите позвоночных животных, ис­
пользуемых для исследовательских и иных научных целей.

При несоответствии рукописи перечисленным требованиям, в рассмотрении статьи ав-
торам будет отказано.

Общие положения
• Оплата публикации
Все статьи принимаются к печати бесплатно.
• Авторские права
Авторы, публикующие статьи в данном журнале, соглашаются на следующее:
Авторы сохраняют за собой авторские права и предоставляют журналу право первой публикации рабо­

ты, которая по истечении 6 месяцев после публикации автоматически лицензируется на условиях Creative 
Commons Attribution License, которая позволяет другим распространять данную работу с обязательным со­
хранением ссылок на авторов оригинальной работы и оригинальную публикацию в этом журнале.

Авторы имеют право размещать свою работу в сети Интернет (например, в институтском хранили­
ще или на персональном сайте) до и во время процесса рассмотрения ее данным журналом, так как  
это может привести к продуктивному обсуждению и большему количеству ссылок на данную работу  
(См. The Effect of Open Access).

• Приватность
Имена и адреса электронной почты, введенные на сайте этого журнала, будут использованы исклю­

чительно для целей, обозначенных этим журналом, и не будут использованы для каких­либо других 
целей или предоставлены другим лицам и организациям.

Рассмотрение статьи на предмет публикации занимает не менее 8 недель.
Все поступающие статьи рецензируются. Рецензия является анонимной. Корреспонденция 

с рецензентом ведётся через ответственного секретаря. После окончательного решения о приня­
тии или отклонении работы все авторы получают электронное информационное письмо с уведом­
лением о прочтении.

Редакция оставляет за собой право на редактирование статей, представленных к публикации.
При обнаружении автором ошибок в статье до момента публикации или в случае, когда редактор сооб­

щает автору, что получил сведения от третьей стороны о существенных ошибках в статье, автор обязан 
взаимодействовать с редактором журнала с целью скорейшего изъятия статьи из вёрстки и ее исправления.

Если ошибки обнаружены после выхода номера журнала, автор также обязан взаимодействовать 
с редактором и следовать его инструкциям по решению данного вопроса в индивидуальном порядке.

Авторы могут присылать свои материалы по электронной почте на адреса:
biotherapy_rbj@mail.ru или rbjournal@ronc.ru
Также статью можно подать через редакционную систему на сайте журнала.
11. Подготовка статей
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