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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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Комбретастатины А-4 и А-1  
и их производные: обзор

Е. Р. Немцова, Н. Б. Морозова, А. Д. Плютинская, А. Н. Ноев, А. А. Панкратов, П. В. Шегай

Московский научно-исследовательский онкологический институт им. П. А. Герцена – филиал ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский центр радиологии» Минздрава России; Россия, 125284 Москва, 2-й Боткинский пр., 3

К о н т а к т ы :  Елена Романовна Немцова nemtz@yandex.ru

В  обзоре  литературы  рассмотрены  результаты  исследований  различных  ингибиторов  тубулина  (основного 
компонента микротрубочек), преимущественно колхициноподобных соединений – комбретастатинов А-4 и А-1 
(СА-4  и  СА-1).  Представлены  данные  исследований  SAR  (structure  activity  relation),  механизмов  действия, 
оцененных в системах in vitro (на культурах опухолевых клеток) и in vivo (у животных с привитыми опухолями 
мышей и ксенографтами опухолей человека различного гистогенеза), охарактеризовано фосфатное производ-
ное комбретастатина А-4 как vascular disrupting agent (VDAs), описаны подходы к получению аналогов СА-4, 
стабильных в cis-конфигурации, и способы повышения гидрофильности перспективных производных при со-
хранении их высокой цитотоксичности. Приведены данные о результатах клинических испытаний СА-4Р и СА-1Р, 
назначаемых индивидуально или в комбинации с химиопрепаратами.
На основании анализа имеющихся результатов исследований производных комбретастатинов А-4 и А-1 сделан 
вывод  об  отсутствии  среди  них  в  настоящее  время  идеального  водорастворимого  вещества  со  стабильной 
cis-конфигурацией молекулы и высокой цитотоксической активностью, на основе которого можно создать ак-
тивное противоопухолевое лекарственное средство.
Целью обзора является систематизация данных о противоопухолевой активности, путях модификации и воз-
можностях терапевтического использования соединений на основе комбретастатинов (СА-4 и СА-1) и их про-
изводных.

Ключевые слова: комбретастатины А-4 и А-1, структура производных, ингибиторы тубулина, разрушающие 
сосуды агенты, доклинические и клинические исследования

Для цитирования: Немцова Е. Р., Морозова Н. Б., Плютинская А. Д. и др. Комбретастатины А-4 и А-1 и их про-
изводные: обзор. Российский биотерапевтический журнал 2024;23(1):10–8. DOI: https://doi.org/10.17650/1726-
9784-2024-23-1-10-18 

Combretastatins A-4 and A-1 and their derivatives: Review

Elena R. Nemtsova, Natalia B. Morozova, Anna D. Plyutinskaya, Alexey N. Noev, Andrey A. Pankratov, Peter V. Shegay

P. Hertsen Moscow Oncology Research Institute – branch of the National Medical Research Radiological Centre, Ministry  
of Health of Russia; 3 2nd Botkinskiy pr., Moscow 125284, Russia

C o n t a c t s :  Elena Romanovna Nemtsova nemtz@yandex.ru

This modern literature review covers the results of study of the tubulin inhibitors, mainly combretastatins A-4 and 
A-1 (CA-4 and CA-1) or colhicinoids. The article presents data of SAR (Structure Activity Relation) study of numerous 
CA-4  analogues  as  well  as  mechanisms  of  their  action  evaluated  in vitro  (using  cultured  tumor  cells)  and  in vivo 
 (using animals with transplanted murine tumors or with xenografts of human tumors of various histogenesis). The 
phosphate  CA-4  derivative  (CA-4P)  is  characterized  as  a  vascular  disrupting  agent  (VDAs).  Approaches  are  de-
scribed for developing CA-4 analogues stable in cis-configuration as well as methods for enhancing hydrophility  
of promising derivatives along with retention of their high cytotoxicity. The results of various clinical trials both 
of CA-4P and CA-1P administered individually or in combination with chemotherapeutic drugs are also presented.
Our  conclusion  is  that  despite  numerous  studies  performed  during  the  last  thirty  years  no  ideal  water-soluble 
mole cule with stable cis-configuration and high cytotoxic activity has been obtained which could become the ba-
sis of an active anti-tumor medicine.

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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The aim of the review is to present the systematic data on antitumor activity of combretastatin CA-4 and CA-1 an-
alogues as well as the modes of their modification and therapeutic usage.

Keywords: combretastatins A-4 and A-1, structure of derivatives, tubulin inhibitors, vascular disrupting agents, 
preclinical and clinical trials
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Введение
Основной биологический процесс, обусловлива-

ющий канцерогенез и развитие опухоли, – неконтро-
лируемое деление клеток. Ключевую роль в клеточ-
ном цикле играют микротрубочки [1]. Они были 
открыты примерно 50 лет назад и к настоящему вре-
мени стали одной из основных мишеней противо-
опухолевой терапии [2, 3]. Микротрубочки являются 
основным компонентом скелета эукариотических 
клеток и играют существенную роль в делении и фор-
мировании клеток вследствие образования веретена 
деления, а также в обеспечении подвижности клеток 
и внутриклеточного транспорта. Цитоскелет микро-
трубочек представляет собой разветвленную сеть 
филаментов, пронизывающих внутреннюю часть 
клетки [3]. Несмотря на функциональную гетероген-
ность, микротрубочки имеют высококонсервативную 
структуру, которая построена из однотипных моле-
кулярных блоков гетеродимеров α- и β-тубулина, 
взаимодействующих с образованием протофиламен-
тов, которые латерально связываются и формируют 
микротрубочки. Эти динамичные структуры посто-
янно удлиняются и укорачиваются во всех фазах кле-
точного цикла за счет добавления и удаления гетеро-
димеров тубулина на концах микротрубочек, а их 
взаимодействие с окружающими белками регулирует 
стабильность и подвижность [4, 5].

Основной компонент этих структур – белок ту-
булин – содержит несколько различных центров свя-
зывания: таксановый, лаулималидный, винкаалка-
лоидный и колхициновый, названных в соответствии 
с соединениями, способными связываться с тубули-
ном [6, 7]. Упомянутые молекулы являются антими-
тотическими агентами, которые ингибируют не толь-
ко митоз, предотвращая образование веретена 
деления, но и осуществляют арест клеточного цикла 
в интерфазе по различным механизмам [8, 9].

Таксаны, включая паклитаксел и доцетаксел, свя-
зываются с полимеризованными микротрубочками, 
способствуют их стабилизации и таким образом на-
рушают их динамику [10]. Лаулималид действует ана-
логично таксанам, но связывается с другим центром 
на микротрубочках [11]. Винкаалкалоиды, включая 
винбластин, винкристин и винорелбин, способству-
ют деполимеризации микротрубочек [12, 13]. Как 
правило, они с высокой аффинностью связываются 

с молекулами тубулина на верхушках микротрубочек, 
но не сополимеризуются с ними, и это препятствует 
полимеризации тубулина. Еще одна группа соеди-
нений, влияющих на функциональное состояние 
микротрубочек, представлена колхицином и подоб-
ными ему агентами, которые также вызывают депо-
лимеризацию [14–17]. В отличие от соединений, 
которые связываются с тремя другими центрами, 
колхицин и подобные ему соединения способны вза-
имодействовать с β-тубулином, в норме сополиме-
ризующимся с α-тубулином с образованием микро-
трубочек. Однако в результате взаимодействия 
с колхицином образуется изогнутый димер тубулина, 
который не способен выпрямляться вследствие сте-
рического конфликта между колхицином и α-тубу-
лином, что создает препятствие для формирования 
микротрубочек.

Хорошо известно, что в результате широкомас-
штабных исследований, проведенных в мире с мо-
мента открытия важнейшей роли микротрубочек 
в динамике клеточного цикла и, соответственно, 
деления клеток, доказано противоопухолевое дей-
ствие таксанов [10] и винкаалкалоидов [17]. Вслед-
ствие этого в последние 30 лет внимание исследова-
телей привлекают в основном колхициноподобные 
соединения [18–20].

Колхицин эффективно ингибирует митоз путем 
дестабилизации тубулина. Поскольку скорость вхож-
дения в митоз опухолевых клеток выше, чем нормаль-
ных, представлялось, что он может служить проти-
воопухолевым средством. Однако оказалось, 
что колхицин имеет низкий терапевтический индекс 
в результате его выраженных токсических свойств. 
Колхицин вызывает повреждение костного мозга, 
обусловливающее снижение кроветворения по обоим 
росткам – красному и белому, а также поражение 
органов желудочно-кишечного тракта.

Несмотря на то что колхицин не используется 
в качестве противоопухолевого средства, широко 
развиваются исследования по разработке соедине-
ний, способных эффективно связываться с колхици-
новым центром на микротрубочках и ингибировать 
процессы деления опухолевых клеток и васкуляри-
зации опухолей. Многие агенты, находящиеся в на-
стоящее время в разработке, доклинических иссле-
дованиях и клинических испытаниях, являются 
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природными или полусинтетическими соединения-
ми – комбретастатинами. Благодаря структурному 
и функциональному сходству с колхицином они по-
лучили также название колхициноидов [20, 21].

Целью обзора является систематизация данных 
о противоопухолевой активности, путях модифика-
ции и возможностях терапевтического использования 
соединений на основе комбретастатинов (СА-4 и СА-1) 
и их производных.

Комбретастатины – ингибиторы 
полимеризации тубулина
Комбретастатины – это класс cis-стильбеновых 

фенолов, впервые выделенных из африканской ивы – 
Combretum caffrum – в 1970-х годах [22]. Комбретаста-
тин А-4 (СА-4) (рис. 1, а) является наиболее изученным 
природным соединением этого класса, обладающим 
способностью связываться с колхициновым центром 
тубулина и ингибировать его полимеризацию, 
что приводит к повреждению микротрубочек и аресту 
клеточного цикла в стадии митоза вследствие пре-
дотвращения образования веретена деления [21]. 
Благодаря этому механизму СА-4 проявляет высокую 
цитотоксическую активность в отношении культи-
вируемых опухолевых клеток.

Другим комбретастатином, изучаемым для меди-
цинских целей, хотя и меньше, чем СА-4, является 
комбретастатин A-1 (CА-1); рис. 1, б [23].

Однако природные комбретастатины, обладая 
липофильной структурой молекулы, очень слабо рас-
творимы в водных средах, что сильно затрудняет раз-
работку противоопухолевых препаратов на их основе 
и вынуждает исследователей искать более раствори-
мые соединения – аналоги СА-4 и СА-1, не уступа-
ющие им в специфической активности.

Изучение зависимости функции СА-4 от струк-
туры его молекулы (направление исследований, по-
лучившее название SAR Study – Structure Activity 
Relashionship Study) позволило выяснить, что для оп-
тимального проявления цитотоксической активности 
молекула комбретастатина или его аналога должна 
обладать тремя основными характеристиками: иметь 
cis-ориентацию обоих ароматических колец, 
3,4,5-триметоксигруппы на кольце А и пара-меток-
сигруппу на кольце В [24, 25].

Низкая растворимость комбретастатинов в вод-
ных средах обусловливает их ограниченную биодо-
ступность и быструю фармакокинетику в организме. 
Получение фосфорилированных молекул СА-4 и СА-1 
(СА-4Р и СА-1Р соответственно) (рис. 2, а, б) явля-
ется самым простым и очевидным способом улучшить 
растворимость комбретастатинов [25, 23]. СА-4Р 
и СА-1Р являются пролекарствами, которые в орга-
низме быстро дефосфорилируются с образованием 
активных цитотоксических молекул СА-4 и СА-1.

Недостатком СА-4 и СА-1 является также их спо-
собность в белковых средах изомеризоваться по оле-
финовой двойной связи из активной цитотоксиче-
ской cis-конформации в соответствующую 
trans-неактивную форму, что значительно снижает 
их ценность в качестве активного компонента про-
тивоопухолевого препарата и накладывает существен-
ные ограничения на их клиническое применение. 
Вместе с тем разнообразные подходы, включающие 
получение пролекарств, солей, структурных моди-
фикаций, предотвращение конверсии олефиновой 
двойной связи и включение заместителей в аромати-
ческие кольца молекул, привели к успешному син-
тезу многих аналогов и производных комбретастати-
нов, прежде всего СА-4, которые проявляют 
активность в отношении различных типов опухоле-
вых клеток и ксенографтов в исследованиях in vitro 
и in vivo [21, 26–29].

Комбретастатины – агенты, разрушающие 
сосуды
Наряду со способностью ингибировать образова-

ние микротрубочек и тем самым влиять на процессы 
деления клеток СА-4, СА-1 и их более растворимые 

Рис. 1. Структуры молекул комбретастатина: а – CA-4; б – CA-1

Fig. 1. Structures of сombretastatin: а – CA-4; б – CA-1

Рис. 2. Фосфорилированные производные комбретастатина: а – А-4 
(СА-4Р); б – комбретастатин А-1 (СА-1Р)

Fig. 2. Phosphorylated derivatives of combretastatin: а – A-4 (CA-4P); 
б – A-1 (СА-1Р)

1                                                                        2

3

4

а б
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б
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фосфатные формы – СА-4Р и СА-1Р – проявляют 
также антиваскулярную активность, что способству-
ет их противоопухолевому действию [30–32].

Формирование кровеносных сосудов в опухоли 
(ангиогенез) играет ключевую роль в ее развитии 
и прогрессии. При этом вновь образованные опухо-
левые сосуды отличаются от нормальных по клеточ-
ному составу и строению, но благодаря этим отличи-
ям внутриопухолевая сосудистая система, помимо 
снабжения ткани кислородом и питательными веще-
ствами, существенно влияет на развитие гипоксии 
в новообразовании и формирование путей метаста-
зирования и, соответственно, привлекает внимание 
исследователей как мишень противоопухолевой те-
рапии.

Существуют 2 подхода к терапии, которые наце-
лены на внутриопухолевую сосудистую сеть: 1-й – ин-
гибирование процесса ангиогенеза, т. е. формирования 
новых сосудов; 2-й – специфическое воздействие 
на существующие опухолевые сосуды агентами, раз-
рушающими сосуды (vascular disrupting agents – VDAs).

Известны 3 группы VDAs:
1) препараты, дестабилизирующие микротрубочки;
2) флавоноиды с антиваскулярными функциями;
3) препараты, мишенью которых являются рецеп-

торы эндотелиальных клеток.
Применение стратегии разрушения внутриопу-

холевых сосудов приводит к повреждению сосудистой 
сети, необходимой для прогрессии злокачественного 
процесса – роста первичного опухолевого узла 
и метастазирования. Антиваскулярные агенты вызы-
вают быструю и селективную блокировку сосудов 
в опухоли, что обусловливает ишемию, индуцирую-
щую гибель опухолевых клеток.

Наиболее изученным агентом в этой терапевти-
ческой стратегии является фосфат комбретастатина 
А-4 (СА-4Р), относящийся к 1-й группе VDAs [33]. 
Несмотря на то, что механизм избирательного по-
вреждения опухолевых сосудов изучен не до конца, 
существуют данные о том, что этот эффект СА-4Р 
обусловлен морфологическими и функциональными 
изменениями в пролиферирующих эндотелиальных 
клетках в опухоли за счет разрушения их цитоскеле-
та. В основе этого процесса, по-видимому, лежит 
тот же механизм, что и при остановке деления опу-
холевых клеток. После поступления пролекарства 
СА-4Р в эндотелиальные клетки и его дефосфорили-
рования активное лекарственное вещество СА-4 свя-
зывается с тубулином в колхициновом центре, что 
приводит к деполимеризации тубулина. В результате 
подавляется образование микротрубочек в клетках 
опухолевых сосудов, что обусловливает изменение 
формы и отрыв незрелых пролиферирующих эндо-
телиальных клеток [34]. Это, в свою очередь, вызы-
вает повышение проницаемости сосудов и вязкости 

крови, а соответственно, и прокоагуляционные эф-
фекты [35]. Увеличение давления интерстициальной 
жидкости приводит к повреждению незрелых сосу-
дов. В противоположность этим процессам, проис-
ходящим в незрелых клетках, высокоразвитый акти-
новый скелет нормальных зрелых эндотелиальных 
клеток противостоит такому разрушению, несмотря 
на деполимеризацию тубулина в цитоскелете. Помимо 
этого, присутствие нормальных гладкомышечных 
клеток ингибирует разрыв контактов между нормаль-
ными эндотелиальными клетками. Быстрые и селек-
тивные эффекты СА-4Р в отношении внутриопухоле-
вой васкуляризации были показаны in vivo в опухолевых 
моделях на грызунах и у пациентов со злокачественны-
ми новообразованиями [36–42].

Выключение опухолевых сосудов вследствие опи-
санных процессов происходит в течение 1 ч после 
введения СА-4Р крысам с подкожными ксенограф-
тами злокачественных опухолей [35, 37, 43], а также 
у пролеченных больных [41]. Максимальное сниже-
ние внутриопухолевого кровотока наблюдается через 
4–6 ч после введения СА-4Р как у животных с опу-
холями, так и у исследуемых больных, и в зависи-
мости от дозы лекарственного средства сохраняется 
в течение 12–24 ч. На основании данных накопления 
радиомеченного йодантипирина у крыс с подкож-
ными ксенографтами саркомы в течение 6 ч после 
введения СА-4Р внутриопухолевый кровоток в цен-
тральной части опухоли был 100-кратно снижен 
по сравнению с таковым у контрольных животных, 
тогда как кровоток в сердце, почках и тонком кишеч-
нике практически не был изменен. Через 24 ч после 
введения СА-4Р отмечена гибель большинства опу-
холевых клеток у грызунов.

Необходимо отметить, что у онкопациентов на-
блюдали минимальные побочные эффекты СA-4Р 
после его введения, что, по-видимому, обусловлено 
коротким периодом полужизни (не более 30 мин) 
и обратимыми механизмами действия СА-4Р [44–46].

Однако быстрое изменение пространственной 
конфигурации СА-4 и СА-4Р и переход их в неактив-
ную trans-форму обусловили необходимость искать 
пути стабилизации молекулы в cis-конфигурации.

Аналоги СА-4
Большинство исследований по разработке ана-

логов СА-4 было направлено на модификацию cis-
олефиновой связи с целью предотвращения транс-
формации молекулы в trans-форму путем введения 
гетероциклических групп или замены олефиновой 
связи другим линкером. Параллельно с модифика-
цией олефиновой связи нередко в кольцо А или В вво-
дили различные заместители. В некоторых работах 
исследователи ограничивались только модификаци-
ей бензольных колец [21].
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Гетероциклы играют важную роль в различных 
лекарственных средствах и активно используются 
для придания перспективным молекулам необходи-
мых свойств. В большинстве случаев молекула ком-
бретастатина А-4 была модифицирована путем заме-
ны олефиновой связи на 5-членный гетероцикл 
с получением пирролов, имидазолов, изоксазолов, 
тиазолов и других производных [21].

Большая серия соединений на основе 1-(3,4,5-три-
метилоксифенил)-2-арил-1Н-имидазола была полу-
чена международной группой ученых [21, 47]. Ис-
следователями было изучено влияние различных 
заместителей фенила во 2-м положении имидазоль-
ного кольца на биологическую активность соедине-
ний. Показано, что введение хлора и этоксигруппы 
в мета- и пара-положения, соответственно, приво-
дило к получению наиболее активного соединения 5 
(рис. 3), ингибирующего полимеризацию тубулина 
и, следовательно, нарушающего сборку микротрубочек, 
IC

50
 которого в отношении опухолевых клеток чело-

века 7 различных клеточных линий (HeLa – карцино-
ма шейки матки, HT-29 – карцинома толстой кишки, 
A-549 – карцинома легкого, MCF7-аденокарцинома 
молочной железы, Jurkat – Т-лимфоциты первона-
чально из крови больного острым лимфобластным 
лейкозом, RS4; 11 – лимфобласты из крови больно-
го острым лимфобластным лейкозом, HL-60 – клет-
ки из крови больного острым миелобластным лейко-
зом) находилась в пределах 0,4–3,8 нМ.

В системе in vivo на модели сингенной опухоли 
мышей (меланома мыши BL6-B16) была подтвержде-
на противоопухолевая активность соединения 5 в до-
зе, в 30 раз меньшей, чем доза СА-4, использованно-
го в качестве контроля.

Продолжение исследований привело к синтезу 
различных молекул на основе 2-метил-4-(3,4,5-три-
метоксифенил)-5-замещенных оксазолов и связан-
ных с ними 4-замещенных-5-(3,4,5-триметоксифе-
нил) региоизомерных производных [48]. Большая 

панель синтезированных соединений была протести-
рована для оценки их антипролиферативной активно-
сти, взаимодействия с тубулином, влияния на клеточ-
ный цикл в системе in vitro на культивируемых 
опухолевых клетках человека 7 линий, а также в систе-
ме in vivo для оценки противоопухолевой активности.

Соединение 6, содержащее п-этоксифенильную 
группу в 5-м положении 2-метилоксазольного коль-
ца (рис. 4), обладало IC

50 
0,5–20,2 нМ в отношении 

исследованных опухолевых клеток и связывалось 
с колхициновым центром тубулина, ингибируя его 
полимеризацию в субмикромолярных концентраци-
ях. Более того, оно выраженно индуцировало апоптоз 
по митохондриальному пути, а в системе in vivo на 
сингенной модели опухоли мышей (меланома мыши 
BL6-B16) существенно ингибировало рост опухоли 
в дозе, в 10 раз меньшей, чем СА-4 на той же моде-
ли [48].

Группой российских ученых по оригинальной 
методике также синтезирована серия аналогов СА-4 
путем замещения олефиновой двойной связи гетеро-
циклами, в ряде соединений дополненного введени-
ем заместителей в кольцо В [29].

Анализ цитотоксической активности полученных 
соединений на опухолевых клетках человека (А549 – 
карцинома легкого, РС-3 – аденокарцинома пред-
стательной железы) позволил выявить наиболее 
 активные из них – 4-(4-метоксифенил)-5-(3,4,5-три-
метоксифенил) изоксазол (7) и 3-(3,4,5-триметокси-
фенил)-4-(4-метоксифенил)изоксазол (8), с IC

50 
≈ 8 нМ 

(рис. 5, a, б) [49].
Из сказанного очевидно, что методы медицинской 

химии позволяют синтезировать множество ингиби-
торов полимеризации тубулина – аналогов СА-4, ко-
торые превышают по цитотоксической активности 
природное соединение – комбретастатин А-4 – и об-
ладают другими преимуществами по сравнению 
с ним [50]. Однако модификация молекулы СА-4 по 

Рис. 3. Структура аналога комбретастатина А-4 на основе N-за-
мещенного имидазола (5), проявившего наибольшую активность в се-
рии соединений, по данным [21]

Fig. 3. Structure of combretastatin A-4 analogue on the basis of 
N-substituted imidazole (5) with the most pronounced activity in the series 
of compounds according to data of [21]

Рис. 4. Структура аналога комбретастатина А-4 на основе 2-ме-
тилоксазола (6), проявившего наибольшую активность в серии сое-
динений, по данным [48]

Fig. 4. Structure of combretastatin A-4 analogue on the basis of 2-me thyl-
oxazole (6) with the most pronounced activity in the series of compounds 
according to data of [48]
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олефиновой связи не приводит к изменению очень 
важного для медицинского применения свойства – 
его растворимости в водных биологических средах 
[51–54]. Именно поэтому исследования продолжа-
ются в направлении создания активных водораство-
римых молекул, отвечающих требованиям современ-
ной фармацевтики.

Как правило, растворимость соединений в вод-
ных средах можно повысить путем подбора соответ-
ствующей лекарственной формы или химической 
модификацией структуры молекулы. Недостатком 
первого пути может явиться повышение токсичности 
лекарственного средства вследствие необходимости 
добавления небезопасных вспомогательных веществ, 
способствующих растворению, поэтому химическая 
модификация самой молекулы представляется более 
предпочтительной.

Предпринятые усилия преодолеть низкую рас-
творимость СА-4 привели к получению нескольких 
растворимых соединений – пролекарств, среди ко-
торых динатриевая соль фосфата СА-4 (СА-4Р, fos-
bretabulin, Zybrestat™), соль аминокислоты AVE8062 
(ombrabulin, Sanofi-Aventis, аналог СА-4) и OXi4503 – 
фосфат комбретастатина А1 (СА-1Р), которые полу-
чили разрешение на клинические испытания [55, 23].

Клинические испытания СА-4Р и СА-1Р
В 2003 г. фосфат СА-4 (СА-4Р, fosbretabulin, Zyb-

restat™) был одобрен FDA (США) и ЕМА (Европей-
ское медицинское агентство) в качестве орфанного 
препарата для лечения больных анапластическим 
раком щитовидной железы. Несколько других ана-
логов СА-4 и СА-1 проходят доклиническое изучение 
в качестве противоопухолевых агентов, а 3 препарата 
(fosbretabulin, OXi4503, AVE8062) находятся на кли-
нических испытаниях в рамках протоколов сочетан-
ного применения с доцетакселом и другими химио-
препаратами.

В испытаниях I фазы СА-4Р вводили внутривен-
но однократно, в организме пролекарство быстро 
дефосфорилировалось и вызывало снижение крово-
тока в опухоли [25]. Полученный у больных эффект 
коррелировал с действием СА-4Р в качестве VDA, 
детектированным в доклинических испытаниях у жи-
вотных [3, 43]. Разрушение сосудов опухоли приводит 
к прекращению снабжения опухолевых клеток кис-
лородом и питательными веществами, что обуслов-
ливает их гибель. Клинические данные показали, что 
СА-4Р является короткоживущим – период его по-
лужизни не превышает 30 мин. Он быстро выводит-
ся из кровотока, что способствует его хорошей пере-
носимости.

Учитывая его антисосудистый эффект, предполо-
жили, что наибольшего эффекта можно ожидать при 
лечении больных с хорошо васкуляризированными 
опухолями [56]. Вследствие этого дальнейшие клини-
ческие испытания II фазы были проведены у больных 
анапластической карциномой щитовидной железы 
[57]. Однако в этом исследовании не удалость добить-
ся увеличения общей и безрецидивной выживаемости, 
поэтому исследование было прекращено в 2007 г.

При оценке результатов комбинированной тера-
пии (СА-4Р, карбоплатин, паклитаксел) в рамках 
III фазы клинических испытаний у больных анапла-
стической карциномой щитовидной железы было 
выявлено, что пролекарство СА-4Р увеличивало об-
щую выживаемость больных по сравнению с группой 
сравнения без СА-4Р на фоне приемлемого профиля 
токсичности. Однако поставленная цель двукратно-
го увеличения медианы выживаемости не была до-
стигнута [58]. По-видимому, быстрая трансформация 
молекулы в trans-форму, в 100 раз менее активную, 
чем cis-форма, обусловила недостаточно выраженный 
терапевтический эффект. Это предположение стиму-
лировало синтез аналогов, модифицированных 
по двойной олефиновой связи, описанных выше, 
а также последнее исследование, описанное в лите-
ратуре к настоящему моменту [59].

Параллельно в Великобритании проведено кли-
ническое исследование IA-фазы, направленное на 
изучение безопасности и эффективности применения 

Рис. 5. Структуры аналогов комбретастатина А-4 (7) и (8) (a, б), 
проявивших наибольшую активность в серии соединений, по дан-
ным [49]

Fig. 5. Structures of combretastatin A-4 analogues (7) and (8) (a, б) with 
the most pronounced activity in the series of compounds according to data 
of [49]
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препарата OXi4503 (СА-1Р) для лечения острого мие-
лобластного лейкоза [23]. Результаты этого пилотного 
исследования показали, что препарат имеет приемле-
мый профиль токсичности и, по предварительным дан-
ным, проявляет терапевтическую эффективность.

Однако задача получения высокоактивного во-
дорастворимого аналога СА-4, сохраняющего cis-
конфигурацию молекулы в биологических средах, 
по-прежнему оставалась весьма актуальной.

Группой китайских ученых проведено интересное 
исследование, позволившее в значительной степени 
приблизиться к решению этой задачи [59]. Первона-
чально к молекуле СА-4 была присоединена амино-
группа в кольце В, а затем цианогруппа по олефино-
вой связи с получением соединения 9a, что, с одной 
стороны, сделало структуру нитрилостильбена более 
устойчивой, а с другой стороны, еще менее водорас-
творимой (рис. 6, a). Поскольку это соединение со-
держит аминогруппу в кольце В, которая достаточно 
реакционноспособна, была получена серия произ-
водных с присоединенным пиперазиновым кольцом 
с различными заместителями и оценено их влияние 
на растворимость соединений.

Наиболее растворимыми оказались соединения 
9b и 9c (см. рис. 6, в, г), растворимость которых в во-
де превышала таковую у соединения 9а (см. рис. 6, a) 
примерно в 1700 и 2500 раз соответственно. Однако 
изменение структуры молекулы с целью увеличения 
ее гидрофильности снижало цитотоксическую актив-
ность соединений.

Тщательное сравнение свойств полученных сое-
динений позволило сделать вывод о том, что моле-
кула 9b (см. рис. 6, в) является наиболее перспектив-
ной для использования ее в качестве активного 
компонента при разработке лекарственного средства. 
Тем не менее исследователи справедливо заключают, 
что требуется провести полноценные доклинические 
испытания этого вещества, прежде чем его можно 
будет рекомендовать для клинического изучения.

Заключение
В обзоре представлены современные данные 

о комбретастатинах А4 и А1, путях их модификации 

и получении производных с различной структурой 
молекул, связи ее с цитотоксичностью. Рассмотрены 
также возможности использования аналогов комбре-
тастатинов для создания активного противоопухоле-
вого средства. Обсуждены недостатки комбретаста-
тинов как гидрофобных соединений и их структурные 
особенности – переход из активной cis-формы в не-
активную trans-форму в биологических средах, кото-
рый диктует необходимость синтезировать новые 
более активные соединения.

К сожалению, приходится констатировать, что, 
несмотря на многолетние разнообразные исследова-
ния, проведенные в области синтеза и изучения ана-
логов комбретастатинов А-4 и А-1, к настоящему 
моменту не получено водорастворимой молекулы 
с высокой цитотоксической активностью, полностью 
отвечающей требованиям фармацевтики в плане соз-
дания биодоступного противоопухолевого лекарст-
венного средства на ее основе.
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Определение циркулирующей опухолевой ДНК 
сингенной модели меланомы B16-F10  
в плазме мышей линии С57BL6

К. М. Коноплина, А. А. Мальченкова, Н. А. Калинина, М. В. Пинюгина, Е. Н. Кособокова, В. С. Косоруков

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 :  Ксения Михайловна Коноплина konoplinakm@gmail.com

Введение.  Циркулирующая  в  плазме  крови  опухолевая  ДНК  (цоДНК)  является  потенциальным  маркером 
для мониторинга опухолевого процесса. Однако возможность использования мышиной сингенной подкожной 
модели меланомы для оценки уровня цоДНК остается неясной.
Цель исследования – оценка уровня детектируемой цоДНК в мышиной сингенной модели меланомы B16-F10 
методом цифровой капельной полимеразной цепной реакции (цкПЦР).
Материалы и методы. Для количественного определения цоДНК из клеток B16-F10 в плазме крови был раз-
работан и валидирован метод цкПЦР. Для получения экспериментальных опухолей мышам линии С57Bl6 под-
кожно вводили суспензию клеток линии мышиной меланомы B16-F10. Через день, на 7-, 14- и 21-й дни после 
перевивки опухоли у мышей отбирали кровь из ретроорбитального синуса. Из плазмы крови выделяли цирку-
лирующую ДНК. На 21-й день после перевивки опухоли животных выводили из эксперимента.
Результаты.  Разработан  и  валидирован  метод  цкПЦР  для  детекции  цоДНК  в  сингенной  модели  меланомы 
B16-F10 у мышей линии С57Bl6. Аналитический сигнал линеен в диапазоне 0,5–32 копии / мкл,  значение R2 
составило 0,997. Эмпирический предел обнаружения цоДНК составил 1 копию / мкл в присутствии 5 нг геномной 
ДНК нормальной ткани. Значения коэффициента вариации состояли в диапазоне от 44,5 % (для 1 копии / мкл) 
до 16,6 % (16 копий / мкл). Циркулирующая опухолевая ДНК в сингенной модели меланомы B16-F10 у мышей 
линии С57Bl6 достоверно детектируется на 21-й день после перевивки опухолевых клеток (p = 0,004). Уровень 
цоДНК коррелирует с объемом опухоли (ρ = 0,95, p = 0,05) и уровнем циркулирующей ДНК (ρ = 1, p = 0,0).
Заключение. Мышиная сингенная подкожная модель меланомы B16-F10 может использоваться для монито-
ринга уровня цоДНК при исследовании новых подходов для лечения меланомы.

Ключевые слова: цифровая капельная полимеразная цепная реакция, мышиная модель меланомы, B16-F10, 
циркулирующая опухолевая ДНК
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Detection of circulating tumor DNA of B16-F10 melanoma syngenic model in C57BL6 mice plasma
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Background. Plasma circulating tumor DNA (ctDNA) is a potential marker for tumor process monitoring. However, 
the feasibility of using mouse syngeneic subcutaneous melanoma model to assess ctDNA levels remains unclear.
Aim. To evaluate the feasibility of ctDNA detection in mouse B16-F10 melanoma model using droplet digital poly-
merase chain reaction (ddPCR).
Materials and methods. we developed and validated a ddPCR assay to quantify plasma ctDNA from B16-F10 cells. 
To form experimental tumors, C57Bl6 mice were inoculated with B16-F10 cells. On the first, 7th, 14th, 21st days after 
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tumor inoculation blood was collected by retroorbital sinus puncture. ctDNA was extracted from blood plasma. On 
the 21st day after tumor inoculation mice were sacrificed.
Results. we validated a ddPCR assay to quantify plasma ctDNA in B16-F10 melanoma syngeneic model in C57Bl6 
mice.  The  assay  linear  range  was  0.5–32  copies / ul,  R2  =  0.997.  The  empirical  limit  of  detection  of  ctDNA  was 
1 copy / ul in 5 ng normal tissue genomic DNA background. The coefficient of variation values ranged from 44.5 % 
(1 copy / ul) to 16.6 % (16 copies / ul). Plasma ctDNA was detected on 21st day after tumor inoculation in B16-F10 
melanoma syngeneic subcutaneous model (p = 0.004). ctDNA concentration positively correlated with tumor vo-
lume (ρ = 0.95, p = 0.05) and total circulating DNA concentration (ρ = 1, p = 0.0).
Conclusion.  B16-F10  melanoma  syngeneic  subcutaneous  model  in  C57Bl6  mice  can  be  used  to  monitor  cDNA 
in studies of new approaches for melanoma treatment.

Keywords: digital droplet polymerase chain reaction, mouse melanoma model, B16-F10, circulating tumor DNA
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Введение
Циркулирующая опухолевая ДНК (цоДНК) как 

один из вариантов жидкостной биопсии имеет боль-
шой потенциал стать биомаркером для мониторинга 
динамики опухолевого процесса при меланоме. Ре-
зультаты доклинических исследований [1] с участием 
пациентов, больных меланомой, показали, что с по-
мощью цоДНК возможно прогнозировать выживае-
мость больных, обнаруживать минимальную оста-
точную болезнь и ранний рецидив, проводить 
мониторинг ответа и прогнозировать ответ на таргет-
ную терапию и иммунотерапию, выявлять варианты, 
ассоциированные с резистентностью, подбирать ле-
карственную терапию.

Для изучения возможностей цоДНК как биомар-
кера используют различные животные эксперимен-
тальные модели. Так, с помощью сложных доклини-
ческих моделей опухолей с использованием кроликов 
[2, 3], PDX-мышей [4], ортотопических мышиных 
ксенографтов [5], генно-инженерных мышей [6] оце-
нивали возможность применения указанных моделей 
для детекции и мониторинга цоДНК при определен-
ном виде рака. При исследовании фундаментальных 
механизмов и кинетики выделения цоДНК в кровь 
широко используются ксенографтные мышиные мо-
дели опухолей [7–11].

Сингенные мышиные модели опухолей представ-
ляют собой опухоли, полученные из мышиных опу-
холевых клеток, перевитых подкожно либо ортото-
пически иммунокомпетентным мышам генетически 
идентичного штамма. Такие модели являются отно-
сительно простыми и недорогими и широко исполь-
зуются в доклинических исследованиях противоопу-
холевых препаратов и поиске биомаркеров в области 
иммунотерапии [12]. Однако возможность исполь-
зования мышиной сингенной подкожной модели 
для оценки уровня цоДНК остается неясной.

Сингенная подкожная модель мышиной мелано-
мы B16-F10 используется в доклинических исследо-

ваниях для изучения локального роста опухоли и раз-
вития спонтанных метастазов. Ранее для данной 
модели были выявлены соматические мутации, при-
сутствующие только в опухолях и отсутствующие 
в нормальной ткани [13], в рамках разработки био-
информатического подхода для предсказания имму-
ногенных пептидов как компонентов потенциальных 
персонализированных противоопухолевых вакцин. 
С помощью выявленных мутаций были предсказаны 
и синтезированы соответствующие неоантигенные 
пептиды. Иммуногенность и противоопухолевый 
эффект вакцин на основе полученных пептидов 
 оценивали на мышиной модели меланомы B16-F10. 
Показано, что неоантигенные пептидные вакцины 
в сочетании с адъювантом Poly (I:C) вызывают сти-
муляцию клеточного иммунного ответа, что, однако, 
не во всех случаях приводило к развитию противо-
опухолевого ответа [14]. Исследование иммуноген-
ности отдельных неоантигенных пептидов обнару-
жило, что иммуногенность in vivo не коррелирует 
с рейтингом, полученным в результате биоинформа-
тического анализа [15].

Циркулирующая опухолевая ДНК рассматрива-
ется как потенциальный биомаркер ответа на персо-
нализированную противоопухолевую иммунотера-
пию [16]. Для оценки ответа на персонализированную 
иммунотерапию на основе как отдельных неоанти-
генных пептидов, так и их комбинаций в модели мы-
шиной меланомы B16-F10 было необходимо оценить 
возможность использования данной мышиной мо-
дели для детекции и мониторинга уровней цоДНК.

Цель исследования – оценка уровня детектируе-
мой цоДНК в мышиной сингенной модели меланомы 
B16-F10 методом цифровой капельной полимеразной 
цепной реакции (цкПЦР).

Материалы и методы
Клеточная культура. Клеточную линию мыши-

ной меланомы B16-F10 из биоресурсной коллекции 
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ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Мин-
здрава России культивировали в среде DMEM 
(«ПанЭко», Россия) с добавлением 10 % фетальной 
телячьей сыворотки Hyclone (GE Healthcare, США) 
при 37 °С в атмосфере 5 % СО

2
 до достижения 80 % 

монослоя. Перед экспериментом клеточную линию 
проверяли на контаминацию микоплазмой с помо-
щью набора MycoReport («Евроген», Россия). Для 
введения мышам готовили суспензию с концентра-
цией 2 млн клеток в 1,0 мл среды 199 («ПанЭко», 
Россия) без добавок.

Получение подкожной модели меланомы B16-F10. 
Опыты, проводимые на животных, выполнены в со-
ответствии с Европейской конвенцией о защите по-
звоночных животных, используемых для экспери-
ментальных и других научных целей, от 1986 г. 
Протоколы опытов утверждены на заседании локаль-
ного этического комитета ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России.

В эксперименте использовали мышей линии 
С57Bl6 – самок возрастом 6–7 нед весом 20–26 г – из 
разведения ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Бло-
хина» Минздрава России. Животные содержались 
на стандартном гранулированном сухом корме. Жи-
вотных разделили на две группы:

• 1-я группа (контроль) – мыши без опухоли, ко-
торым вводили подкожно в правый бок 0,5 мл 
среды 199 (n = 4);

• 2-я группа – мыши с подкожно перевитой мела-
номой B16-F10, которым вводили подкожно 
в правый бок 1 млн опухолевых клеток в 0,5 мл 
среды 199 (n = 10).
После появления у животных пальпируемых опу-

холей проводили измерение размеров опухолей (дли-
на, ширина, высота) с помощью калипера. Объем 
опухоли рассчитывали по следующей формуле [17]:

V = a × b × c × π
6

,

где V – объем опухоли (мм3), a – длина опухоли (мм), 
b – ширина опухоли (мм), c – высота опухоли (мм).

На 21-й день после перевивки опухоли животных 
выводили из эксперимента, собирали образцы опу-
холевой ткани и нормальной ткани кожи (ухо). По-
лученные образцы ткани хранили при температу-
ре –80 °C до выделения геномной ДНК (гДНК).

Получение крови и выделение плазмы. Забор кро-
ви осуществляли из ретроорбитального синуса через 
день, на 7-, 14- и 21-й дни после перевивки опухоли 
с помощью пастеровской пипетки, обработанной 
этилендиаминтетрауксусной кислотой – ЭДТА (0,5 М, 
pH 8,55) в физиологическом растворе («ПанЭко», 
Россия). Кровь помещали в пробирки, содержащие 
8 мкл 0,5 М ЭДТА, инкубировали при комнатной 
температуре в течение 15 мин и центрифугировали 

при 1700 g в течение 15 мин. Из полученной плазмы 
сразу выделяли циркулирующую ДНК (цДНК).

Выделение ДНК. Из образцов плазмы выделяли 
цДНК с помощью набора PME free-circulating DNA 
Kit (Analytik Jena, Германия). Из биоматериала опу-
холи и нормальной ткани выделали геномную ДНК 
с помощью набора DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, 
Германия). Непосредственно после выделения опре-
деляли концентрацию цДНК и гДНК с помощью 
флуориметра Qubit 4.0 и набора Qubit™ dsDNA High 
Sensitivity Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, США). 
Качество выделенной ДНК определяли с помощью 
нанофотометра NP 80 (Implen, Германия) по соотно-
шению оптического поглощения на длинах волн 
260 / 280 и 260 / 230. Образцы выделенной ДНК хра-
нили при температуре –20 °C.

Цифровая капельная полимеразная цепная реакция. 
Для детекции цоДНК использовали набор прайме-
ров и TaqMan-зондов, специфичных для варианта 
chr7:109894747T>G в гене Dennd5a (замена p.D1250A), 
ранее выявленного в качестве соматической мутации, 
возникающей в сингенной модели мышиной мела-
номы B16-F10 [13] и подтвержденной методом пря-
мого секвенирования по Сэнгеру. Нуклеотидные 
последовательности праймеров и зондов: прямой 
праймер 5’-TCAGAGGTCAGATGTCAATG-3’, обрат-
ный праймер 5’-GCCTGTGTCTTTCTTTTCCC-3’, 
TaqMan-зонд на референсную последовательность 
5’-HEX-ACATGTATGAGGACGTGGCGCTG-BHQ1-3’, 
TaqMan-зонд на мутантную последовательность 5’-  
FAM-ACATGTATGAGGCCGTGGCGCTG-BHQ1-3’.

Цифровую капельную ПЦР проводили на плат-
форме QX200 Droplet Digital PCR System (Bio-Rad, 
США). Амплификацию проводили в реакционной 
смеси объемом 20 мкл, содержащей 1х смесь ddPCR 
Supermix for Probes (No dUTP) (Bio-Rad, США), 0,8 мкМ 
смеси праймеров, 0,4 мкМ каждого TaqMan-зонда 
и 1–8,3 мкл геномной или цДНК либо смеси геном-
ной и плазмидной ДНК.

Подбор условий амплификации цифровой капель-
ной полимеразной цепной реакции. Для подбора опти-
мальной температуры отжига праймеров 
и TaqMan-зондов проводили цкПЦР с гДНК опухо-
левого материала и нормальной ткани (кожи) в тем-
пературном градиенте при условиях амплификации: 
95 °С, 10 мин; 40 циклов при 94 °С, 30 с – градиент 
52 °С – 62°C, 1 мин; 98 °С, 10 мин.

Оценка параметров цифровой капельной полимераз-
ной цепной реакции. Анализ линейности аналитиче-
ского сигнала, эмпирическое определение чувстви-
тельности (предела обнаружения), оценку точности 
(повторяемости, промежуточной прецизионности) 
проводили с помощью серии разведений плазмиды, 
содержащей последовательность гена Dennd5a с мута-
цией, на фоне 5 нг гДНК нормальной мышиной ткани.
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Количественное определение циркулирующей опу-
холевой ДНК. При количественном определении 
цоДНК в экспериментальных образцах использовали 
контроли: без матрицы (вода без нуклеаз), положи-
тельный (смесь плазмиды с мутацией и гДНК нор-
мальной ткани), отрицательный (геномная ДНК 
нормальной ткани). Анализ полученных капель про-
водили с помощью программного обеспечения 
QuantaSoft версии 1.7.4 (Bio-Rad, США). Количество 
копий цДНК с мутацией, суммарно содержащееся 
в элюате, нормировали на объем плазмы, из которо-
го была выделена цДНК.

Статистический анализ. Статистический анализ 
проводили с помощью программы Microsoft Excel 
и языка Python. Данные со смещенным и нормаль-
ным распределением представлены в виде медианы 
± межквартильный размах и среднего ± стандартное 
отклонение соответственно. Для анализа различий 
между медианными значениями уровней мутантной 
цДНК в контрольной и экспериментальной группах 
использовали критерий Манна–Уитни (α = 0,05). 

Для анализа корреляции объема опухоли и количе-
ства цоДНК, количества общей цДНК и цоДНК ис-
пользовали критерий Спирмена.

Результаты и обсуждение
Метод цифровой капельной полимеразной цепной 

реакции для количественного определения циркулиру-
ющей опухолевой ДНК. При разработке метода цкПЦР 
для количественного определения цоДНК использо-
вали набор праймеров и TaqMan-зондов, специфич-
ных для варианта chr7:109894747T>G в гене Dennd5a 
(замена p.D1250A), ранее выявленного в качестве 
соматической мутации, возникающей в сингенной 
модели мышиной меланомы B16-F10 [13]. Подбор 
оптимальной температуры отжига осуществляли с по-
мощью температурного градиента. Температура от-
жига, при которой наблюдалось максимальное рас-
стояние между кластерами капель при наименьшем 
количестве неспецифичных капель, составила 60,1 °С 
(рис. 1) и использовалась в последующих экспе-
риментах.

Рис. 1. Подбор оптимальной температуры отжига праймеров и Taq-зондов: a, б – одномерные графики амплитуд флуоресценции капель, 
содержащих геномную ДНК опухолевой и нормальной мышиной ткани соответственно при различных температурах отжига; при темпе-
ратуре 60,1 °С (выделено оранжевым цветом) расстояние между кластерами капель было максимальным, количество неспецифичных ка-
пель – минимальным для образцов геномной ДНК опухолевой и нормальной ткани; в – двухмерный график амплитуд флуоресценции капель, 
содержащих геномную ДНК опухолевой мышиной ткани, при температуре отжига 60,1 °С. Цветовое обозначение капель: серые – не содер-
жат ДНК-матрицу; синие – содержат только ДНК-матрицу с мутацией (FAM); зеленые – содержат только ДНК-матрицу дикого типа 
(HEX); оранжевые – содержат ДНК-матрицы и с мутацией, и дикого типа

Fig. 1. Optimizing primers and TaqMan probes annealing temperature: a, б – 1-D fluorescence amplitude plots of droplets containing genomic DNA from 
mouse tumor tissue and mouse normal tissue, respectively, at different annealing temperatures; at a temperature of 60.1 °C (highlighted in orange), the 
distance between droplet clusters was maximum, and the number of nonspecific droplets was minimum for genomic DNA samples of tumor and normal 
tissue; в – 2-D fluorescence amplitude plot of droplets containing genomic DNA of tumor mouse tissue at an annealing temperature of 60.1 °C. Droplets 
color designation: gray – double-negative droplets containing no targeted DNA templates; blue – droplets containing only mutant DNA template (FAM); 
green – droplets containing only wild-type DNA template (HEX); orange – double-positive droplets containing both wild-type and mutant DNA templates
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Для определения линейности аналитического 
сигнала проводили регрессионный анализ с помощью 
программного пакета Microsoft Excel. Аналитический 
сигнал линеен в диапазоне 0,5–32 копии / мкл, зна-
чение R2 составило 0,997 (рис. 2). Значение линейно-
сти R2 >0,99 соответствует требованию стандарта ISO 
20395:2019 (E).

Предел обнаружения цоДНК определяли эмпи-
рически относительно верхней планки погрешности 
отрицательного контроля (гДНК нормальной ткани). 
Предел обнаружения составил 1 копию / мкл в при-
сутствии 5 нг гДНК нормальной ткани (рис. 3).

Для оценки промежуточной прецизионности ме-
тода рассчитывали коэффициенты вариации (см. 
таблицу). Значения коэффициента вариации состо-
яли в диапазоне от 44,5 % (для 1 копии / мкл) 
до 16,6 % (16 копий / мкл).

Разработанный и валидированный метод цкПЦР 
позволяет достоверно определять абсолютное коли-
чество копий ДНК с соматической мутацией в гене 
Dennd5a, возникающей в сингенной подкожной мо-
дели мышиной меланомы B16-F10, с точностью до 
1 копии в 1 мкл реакционной смеси.

Определение уровня циркулирующей опухолевой 
ДНК в плазме. В сингенной модели меланомы 
B16-F10 у мышей линии С57Bl6 цоДНК достоверно 
детектируется на 21-й день после перевивки опухолевых 
клеток по сравнению с контролем (p = 0,004; рис. 4).

Уровень цДНК в экспериментальной группе не-
значимо отличается от такового в контрольной груп-
пе на протяжении 21 дня роста опухоли (для 21 дня 
p = 0,07; рис. 5).

Уровень цоДНК положительно коррелирует 
с объемом опухоли (рис. 6) и уровнем общей цДНК 
(рис. 7).

Клеточная линия мышиной меланомы B16-F10 
имеет наименьшее время удвоения среди линий 

клеток B16 [18] и наибольший метастатический по-
тенциал [19]. Сингенная подкожная модель мышиной 
меланомы на основе клеточной линии B16-F10 ши-
роко используется для изучения метастазирования 
и образования опухолей.

Ранее было показано, что в мышиной подкожной 
модели меланомы B16-F10 циркулирующие опухо-
левые клетки детектируются на 4-е сутки после под-
кожной перевивки опухолевых клеток [20]. Полученные 
нами результаты показали, что цоДНК достоверно 
детектировалась на 21-е сутки после перевивки опу-
холевых клеток. Отсутствие детектируемых уровней 
цоДНК на ранних этапах роста опухоли может быть 
обусловлено разными причинами.

Так, уровень неопухолевой цДНК достоверно 
не отличался от такового в контрольной группе на 
протяжении 21 дня эксперимента (см. рис. 5). На мы-
шиной ксенографтной модели рака легкого было 
показано, что точность определения мутантного ва-
рианта в цДНК зависит от концентрации общей 
 цДНК [10]. При низких значениях общей цДНК бо-
лее вероятно получить ложный отрицательный ре-
зультат. Возможно, мы наблюдали низкие значения 
неопухолевой цДНК, поскольку образцы полученной 
цДНК были контаминированы гДНК, не отделенной 
по причине одного этапа центрифугирования во вре-
мя пробоподготовки [21]. Помимо того, на уровень 
детектируемой цоДНК мог повлиять тип используе-
мых опухолевых клеток. I. Labgaa и соавт. [11] на мы-
шиной ксенографтной модели гепатоцеллюлярной 
карциномы показали, что выброс цоДНК в кровоток 
отличается для различных клеточных линий. На мо-
мент написания статьи авторам не известны литера-
турные данные о способности различных типов кле-
ток B16 высвобождать цоДНК.

Механизмы выделения цоДНК в кровоток 
до конца не изучены, и существующие в настоящее 
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Рис. 2. Линейность аналитического сигнала. По оси абсцисс – расчетные значения концентраций (копий / мкл) по цифровой капельной поли-
меразной цепной реакции (цкПЦР), по оси ординат – средние экспериментальные значения концентраций (не менее трех повторов)

Fig. 2. Linearity of the analytical signal. Theoretical concentration values (copies / µl) are on the abscissa axis, mean digital droplet polymerase chain 
reaction (ddPCR) concentration values (minimum three replications) are on the ordinate axis
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Рис. 3. Эмпирическое определение предела обнаружения с помощью серии разведений плазмиды, содержащей мутантный вариант, на фоне 
5 нг геномной ДНК нормальной ткани. Данные представлены в виде средних значений ± стандартное отклонение (не менее двух повторов)

Fig. 3. Empirical determination of limit of detection using serial dilutions of a plasmid with mutation variant in Dennd5a gene in 5 ng normal tissue genomic 
DNA. Data are presented as mean ± standard deviation (minimum two replications)

Промежуточная прецизионность метода цифровой капельной полимеразной цепной реакции для обнаружения циркулирующей опухолевой 
ДНК меланомы B16-F10

Between-run precision of droplet digital polymerase chain reaction assay for B16-F10 melanoma circulating tumor DNA detection

Образец 
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Mean value, copies / ul

Коэффициент вариации, % 
Coefficient of variation, %

5 нг + 1 копия / мкл 
  5 ng + 1 copy / µl

1,0 44,5

5 нг + 2 копии / мкл 
  5 ng + 2 copies / µl

1,9 38,0

5 нг + 4 копии / мкл 
  5 ng + 4 copies /  µl

3,5 25,9
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6,9 16,1
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13,4 16,6

N
TC

5 
нг

 / 
5 

ng

5 
нг

 +
 0

,5
 к

оп
ии

/м
кл

 /  
5 

ng
 +

 0
.5

 co
py

/µ
l

5 
нг

 +
 1

 к
оп

ия
/м

кл
 /  

5 
ng

 +
 1

 co
py

/µ
l

5 
нг

 +
 2

 к
оп

ии
/м

кл
 /  

5 
ng

 +
 2

 co
pi

es
/µ

l

5 
нг

 +
 4

 к
оп

ии
/м

кл
 /  

5 
ng

 +
 4

 co
pi

es
/µ

l

5 
нг

 +
 8

 к
оп

ий
/м

кл
 /  

5 
ng

 +
 8

 co
pi

es
/µ

l

5 
нг

 +
 1

6 
ко

пи
й/

м
кл

 /  
5 

ng
 +

 1
6 

co
pi

es
/µ

l

5 
нг

 +
 3

2 
ко

пи
и/

м
кл

 /  
5 

ng
 +

 3
2 

co
pi

es
/µ

l

      5 нг геномной ДНК / 5 ng of genomic DNA

  Уровень верхней планки погрешности для 5 нг геномной ДНК / Upper limit of error for 5 ng of genomic DNA control

     Концентрация плазмиды с мутацией, копий/мкл / Mutant plasmid concentration, copies/µl



25

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 1'2024  ТОм 23    vol. 23

Оригинальные статьи | Original reports

время технические подходы не обладают достаточной 
чувствительностью и специфичностью для обнару-
жения цоДНК на ранних стадиях развития опухоли 
[22]. Тем не менее полученные нами результаты по-
казали возможность достоверного определения уров-
ня цоДНК в мышиной подкожной модели меланомы 
B16-F10. При корректировке протокола выделения 
цДНК из крови возможна детекция цоДНК на более 
ранних стадиях.
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Рис. 5. Уровни общей циркулирующей ДНК в плазме крови мышей

Fig. 5. Mice blood plasma total circulating DNA levels

Рис. 6. Корреляция уровня цоДНК и объема опухоли (ρ = 0,95, p = 0,05). 
Данные представлены в виде медианных значений (не менее двух по-
второв)

Fig. 6. Circulating tumor DNA and tumor volume correlation (ρ = 0,95, 
p = 0,05). Data are presented as median values (minimum two replicates)

Рис. 7. Корреляция уровня цоДНК и общей цДНК (ρ = 1, p = 0,0). 
Данные представлены в виде медианных значений (не менее двух по-
второв)

Fig. 7. Circulating tumor DNA and total circulating DNA correlation (ρ = 1, 
p = 0,0). Data are presented as median values (minimum two replicates)
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Рис. 4. Уровни циркулирующей опухолевой ДНК (цоДНК) в плазме 
крови мышей

Fig. 4. Mice blood plasma circulating tumor DNA (ctDNA) levels
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Заключение
Разработанный метод цкПЦР позволяет выяв-

лять цоДНК у мышей линии С57Bl6 с моделью син-
генной подкожной меланомы B16-F10 и может ис-
пользоваться для мониторинга уровня цоДНК 
при изучении динамики роста опухоли на фоне 
таргетной и иммунотерапии, детекции рецидивов 
и остаточной опухоли.
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Особенности роста меланомы B16 у мышей 
C57BL / 6 при использовании различных 
методов получения опухолевого материала 
и мест трансплантации сингенной опухоли

Я. Г. Муразов, Я. В. Агацарская, К. Л. Крышень

АО «Научно-производственное объединение «Дом фармации»»; Россия, 188663 Ленинградская обл., Всеволожский район, 
г. п. Кузьмоловский, ул. Заводская, 3

К о н т а к т ы :  Ярослав Геннадьевич Муразов yaroslav84@yandex.ru

Введение. В неклинических исследованиях противоопухолевых средств использование различных источников 
получения опухолевого материала и мест трансплантации существенно влияет на параметры роста сингенных 
опухолей, на их инвазивный потенциал и профиль метастазирования.
Цель исследования – оценить кинетику роста сингенной меланомы B16 у мышей C57BL / 6 при ортотопической 
(внутрикожной)  и  интрамаммарной  (в  жировую  клетчатку  молочной  железы)  трансплантации  опухолевого 
материала, полученного разными методами.
Материалы и методы. Эксперимент проведен на половозрелых мышах-самках линии C57BL / 6. Сформировано 
6 групп по 8 животных в каждой. Группам 1–3 трансплантировали опухолевый материал меланомы В16 в виде 
изографтов (50 % суспензия клеток из фрагмента опухоли), группам 4–6 – опухолевые клетки из первичной 
культуры,  культивированные  in vitro  до  раннего  (P6)  и  позднего  (P14)  пассажей.  Перевивку  осуществляли 
внутрикожно или интрамаммарно.
Результаты. Установлено, что метод получения опухолевого материала (изографт или клеточная линия), число 
пассажей in vitro и сайт трансплантации (внутрикожно или интрамаммарно) значимо влияют на фенотипические 
особенности меланомы B16 после перевивки животным. В результате клональной селекции  in vitro и  in vivo 
наблюдали существенные различия во времени появления измеряемых опухолей, кинетике роста и профиле 
метастазирования. Интрамаммарная трансплантация опухолей обеспечивала снижение частоты возникновения 
язв (некрозов опухоли) по сравнению с внутрикожной перевивкой вне зависимости от источника опухолевого 
материала. В то же время развитие изъязвления опухолей значимо не влияло на продолжительность жизни 
животных.
Заключение. Результаты проведенного исследования дополняют имеющиеся сведения о том, что клетки син-
генной меланомы B16 обладают как наследственными, так и селекционными фенотипическими признаками, 
которые влияют на их способность к метастазированию. Полученные данные могут быть использованы в ру-
тинной  работе  центров  доклинических  исследований  при  планировании  и  проведении  экспериментальных 
работ с использованием сингенных моделей опухолей.
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Background. In non-clinical studies of antitumor agents, the use of various sources of tumor material and trans-
plant sites significantly affects the growth parameters of syngeneic tumors, their invasive potential, and the pro-
file of metastasis.
Aim. To evaluate the growth kinetics of syngeneic melanoma B16 in C57BL / 6 mice after orthotopic (intradermally) 
and intramammary (into the mammary fat pad) transplantation of tumor material obtained by different methods.
Materials and methods. The experiment was carried out on mature C57BL / 6 female mice. There were six groups 
with eight animals each. Groups 1–3 were  transplanted with  isografts of melanoma B16 (50 % cell  suspension 
from tumor fragments), groups 4–6 were inoculated with cancer cells from primary culture, cultured in vitro to the 
early (P6) and late (P14) passages. Inoculation was performed intradermally or into the mammary fat pad.
Results. It was found that the method of obtaining tumor material (isograft or cell line), the number of in vitro 
passages  and  the  site  of  transplantation  (intradermally  or  intramammary)  significantly  affects  the  phenotypic 
features of melanoma B16 after inoculation with animals. As a result of clonal selection in vitro and in vivo, signi-
ficant differences were observed in the time of appearance of the measured tumors, growth kinetics and metasta-
sis profile. Intramammary tumor transplantation provided a reduction in the incidence of ulcers (tumor necrosis) 
compared with intradermal transplantation, regardless of the source of tumor material. At the same time, the de-
velopment of tumor ulceration did not significantly affect the life span of animals.
Conclusion. The results of the study complement the existing data that B16 syngeneic melanoma cells have both 
hereditary and selective phenotypic characteristics that affect their ability to metastasize. Our data can be used in 
the routine work of preclinical centers for the purpose of planning and conducting studies using syngeneic tumor 
models.
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Введение
Внедрение в клиническую практику ингибиторов 

контрольных точек иммунитета (иИКТ: анти- PD-1 / 
 PD–L1, анти-CTLA-4) для лечения меланомы обе-
спечило значительное увеличение показателей отве-
та опухоли и выживаемости пациентов, в том числе 
с метастатической формой заболевания [1]. В то время 
как использование ксенотрансплантатов у иммуно-
дефицитных животных является основным подходом 
в неклинических исследованиях противоопухолевых 
агентов, развитие иммунотерапии рака вернуло 
в центр внимания сингенные модели опухолей у им-
мунокомпетентных животных с интактной иммунной 
системой [2].

Цель исследования – оценить кинетику роста син-
генной меланомы B16 у мышей C57BL / 6 при орто-
топической (внутрикожной) и интрамаммарной 
(в жировую клетчатку молочной железы – МЖ) 
трансплантации опухолевого материала, полученно-
го разными методами.

Материалы и методы
Исследование проведено на половозрелых мышах 

самках линии C57BL / 6 SPF-категории. Животных 
содержали в индивидуально вентилируемых клетках 
в соответствии с Директивой 2010 / 63 / EU Европей-
ского парламента и совета Европейского Союза от  
22 сентября 2010 г. по охране животных, используе-
мых в научных целях [3]. В качестве источника 

опухолевого материала использовали замороженную 
в жидком азоте суспензию клеток из фрагмента опу-
холи меланомы B16 в 0,9 % растворе натрия хлорида 
с добавлением 10 % диметилсульфоксида. Характе-
ристика исследуемых групп представлена в табл. 1. 
Трансплантацию опухолевого материала выполняли 
ортотопически (внутрикожно) [4] и интрамаммарно 
(в жировую клетчатку 4-й правой брюшной МЖ) [5].

У животных оценивали следующие показатели: 
динамику массы тела, степень энграфтмента (при-
живления) и сроки появления измеряемых опухолей. 
Измерение линейных размеров опухоли проводили 
с помощью цифрового штангенциркуля. Объем опухо-
ли в каждой временнóй точке определяли по формуле

V = (А × B2) / 2,

где V – объем опухоли, мм3; А – наибольший диаметр 
опухоли, мм; В – перпендикулярный ему диаметр, мм.

Измерение объема опухоли продолжали до тех 
пор, пока в группе оставалось не менее 3 животных. 
Оценивали кинетику роста трансплантированных 
опухолей, частоту изъязвления опухолей, общую вы-
живаемость (ОВ), массовый коэффициент опухоли 
(МКО) и профиль метастазирования по данным не-
кропсии. Период наблюдения составил 68 дней.

Статистический анализ выполняли с помощью 
лицензированного программного обеспечения 
GraphPad Prism версии 9.1.1. При множественных 
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попарных сравнениях приведено значение скоррек-
тированного на множественность сравнения 
p-значения (p

adj
). Различия считали статистически 

значимыми при значениях достигнутого уровня зна-
чимости р <0,05.

Результаты
Динамика массы тела животных групп 1–6 пред-

ставлена на рис. 1. Увеличение массы тела животных 
групп 1–5 со временем было обусловлено ростом 
трансплантированных опухолей и формированием 
опухолей большого объема. В группе 6 изменение 
массы тела в течение эксперимента было менее вы-
ражено по сравнению с другими группами. В группе 4 
с трансплантированной клеточной линией меланомы 
B16 из P6 в начальный период наблюдали снижение 
массы тела, что, по-видимому, является результатом 

ухудшения качества жизни мышей из-за раннего изъ-
язвления опухолей, их некрозов и кровоточивости.

В табл. 2 приведены сведения о степени энграфт-
мента, сроках появления измеряемых опухолей и дли-
тельности измерения линейных размеров опухоли 
в эксперименте.

На момент начала измерений имелись статисти-
чески значимые различия в объеме опухолей (Welch’s 
ANOVA test, p = 0,0003). Post-hoc тест Геймса–Хоуэлла 
выявил статистически значимые различия между груп-
пами 2 и 4 (p

adj
 = 0,0119), группами 3 и 6 (p

adj
 = 0,0080) 

и группами 4 и 6 (p
adj

 = 0,0040) (рис. 2).
Кинетические кривые роста меланомы B16 при-

ведены на рис. 3. В группах 1 и 3 наблюдали быстрый 
рост внутрикожных опухолей, полученных после 
трансплантации суспензии клеток из внутрикожного 
(группа 1) и интрамаммарного (группа 3) изографтов. 

Таблица 1. Характеристика экспериментальных групп

Table 1. Characteristics of experimental groups

Группа 
Group

N Источник опухолевого материала 
Source of tumor material

Сайт трансплантации 
Site of transplantation

Количество материала 
на мышь 

Quantity of material  
per mouse

1 8♀ In vivo1 (внутрикожная опухоль) 
In vivo1 (intradermal tumor) 

Внутрикожно 
Intradermally

50 % суспензия 
в 100 мкл среды 

DMEM 
50 % suspension in 100 µl 

DMEM medium

2 8♀ In vivo1 (внутрикожная опухоль) 
In vivo1 (intradermal tumor) 

Интрамаммарно 
Intramammary

3 8♀ In vivo1 (интрамаммарная опухоль) 
In vivo1 (intramammary tumor) 

Внутрикожно 
Intradermally

4 8♀
Опухолевые клетки из первичной культуры, 

культивированные in vitro2, – P6 
Tumor cells from primary culture cultured in vitro2 – P6

2 × 106 клеток 
в 100 мкл среды 

DMEM 
2 × 106 cells in 100 µl 

DMEM medium

5 8♀
Опухолевые клетки из первичной культуры, 

культивированные in vitro2, – P14 
Tumor cells from primary culture cultured in vitro2 – P14

6 8♀
Опухолевые клетки из первичной культуры, 

культивированные in vitro2, – P14 
Tumor cells from primary culture cultured in vitro2 – P14

Интрамаммарно 
Intramammary

1Для формирования опухолевых изографтов 2 мышам внутрикожно и 1 мыши интрамаммарно перевивали по 2 × 106 кле-
ток в 100 мкл среды DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, ООО «БиолоТ», Россия) на мышь, полученных из первичной 
культуры опухолевых клеток внутрикожной опухоли и культивированных in vitro до 2-го пассажа (P2). Через 21 день 
мышей подвергали эвтаназии, а из выросших опухолей приготовили суспензии клеток для последующей трансплантации 
мышам групп 1–3.
2Мышам групп 4–6 трансплантировали клетки линии меланомы B16, полученные из первичной культуры опухолевых 
клеток, выделенной из внутрикожного изографта, и культивированные in vitro по стандартной методике до 6-го (P6, 
ранний) и 14-го (P14, поздний) пассажей. 
1To form the tumor isografts, two mice were intradermally and one mouse was intramammary transplanted with 2 × 106 cells in 100 µl of DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, “BioloT”, LLC, Russia) per mouse, obtained from the primary culture of tumor cells of the intradermal tumor 
and cultured in vitro up to the 2nd passage (P2). After 21 days, the mice were euthanized, and a cell suspension was prepared from the grown tumors 
for subsequent transplantation into mice of groups 1–3. 
2Mice of groups 4–6 were transplanted with B16 melanoma cell line obtained from the primary tumor cell culture isolated from the intradermal 
isograft and cultured in vitro according to the standard technique up to the 6th (P6, early) and 14th (P14, late) passages.
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Таблица 2. Параметры оценки формирования опухолей меланомы B16 в зависимости от источника опухолевого материала и сайта транс-
плантации

Table 2. Parameters for assessing the formation of B16 melanoma tumors depending on the source of tumor material and the site of transplantation

Группа 
Group

Число животных (число 
эффективных животных) 
Number of animals (number  

of effective animals) 

Энграфтмент, 
абс. (%) 

Engraftment,  
abs. (%) 

День появления измеряемых опухолей* 
Day of onset of measurable tumors*

День окончания измере-
ний размеров опухоли 

Last day of tumor 
measurements*

1

8 (8) 8 / 8 (100) 
4

21

2 24

3 21

4 5 38

5 8 (6) 7 / 8 (87,5) 

24-й – 3♀, 28-й – 3♀, отсроченное 
появление опухоли на 35-й – 1♀ 

24th – 3♀, 28th – 3♀, delayed appearance  
of the tumor on the D35–1♀

56

6 8 (6) 7 / 8 (87,5) 

24-й – 6♀, отсроченное появление 
опухоли на 35-й – 1♀ 

24th – 6♀, delayed appearance of the tumor  
on the D35–1♀

42

*Со дня после трансплантации. 
*From the day after transplantation.

  Группа 1 (ВК in vivo) – ВК  /  Group 1 (ID in vivo) – ID

  Группа 2 (ВК in vivo) – ИМ  /  Group 2 (ID in vivo) – IМ

  Группа 3 (ИМ in vivo) – ВК  /  Group 3 (IМ in vivo) – ID

  Группа 4 (in vitro) – ВК-Р6  /  Group 4 (in vitro) – ID-Р6

  Группа 5 (in vitro) – ВК-Р14   / Group 5 (in vitro) – ID-Р14

  Группа 6 (in vitro) – ИМ-Р14  /  Group 5 (in vitro) – IМ-Р14

Рис. 1. Динамика массы тела животных экспериментальных групп. 
Красной стрелкой указан день появления измеряемых опухолей в груп-
пах 1–3, черной – в группе 4, синей – в группах 5 и 6. Данные пред-
ставлены в виде среднего значения (mean). Здесь и на рис. 2–6: ВК – 
внутрикожный, ИМ – интрамаммарный

Fig. 1. The course of body weight of animals in experimental groups. The red 
arrow indicates the day of appearance of the measured tumors in groups 1–3, 
the black arrow is in group 4, and the blue arrow is in groups 5 and 6. Data 
are presented as a mean value. Here and on fig. 2–6: ID – intra der mally, 
IM – intramammary
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Рис. 2. Объем опухоли на момент начала измерений. Данные пред-
ставлены в виде среднего (mean) и стандартного отклонений (SD). 
Указаны все индивидуальные значения

Fig. 2. Tumor volume at the start of measurements. Data are presented as 
mean deviation and standard deviation (SD). All individual values are 
indicated
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  Группа 3 (ИМ in vivo) – ВК / Group 3 (IМ in vivo) – ID

  Группа 4 (in vitro) – ВК-Р6 / Group 4 (in vitro) – ID-Р6

  Группа 5 (in vitro) – ВК-Р14 / Group 5 (in vitro) – ID-Р14

  Группа 6 (in vitro) – ИМ-Р14 / Group 5 (in vitro) – IМ-Р14

Для опухолей, полученных после трансплантации 
клеток из P6 и P14 и перевитых внутрикожно, наблю-
дали сходный профиль кинетических кривых. 
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При интрамаммарной трансплантации различного 
материала кинетические кривые были практически 
идентичны с той лишь разницей, что средний конеч-
ный объем опухоли в группе 2 был больше. Это обу-
словлено большей продолжительностью жизни мы-
шей в этой группе.

На рис. 4 представлены сведения о частоте изъ-
язвления опухолей у животных групп 1–6. Как видно 
из рис. 4, в группах с внутрикожной трансплантаци-
ей опухоли практически у всех мышей наблюдали 
изъязвление опухолей, что согласуется с данными 
литературы [5]. Напротив, в группах с интрамаммар-
ной трансплантацией только у 2 животных группы 6 
обнаружили язвы.

На рис. 5 представлены кривые Каплана–Мейе-
ра ОВ животных в экспериментальных группах. 
При попарном сравнении кривых ОВ логранк-тестом 
статистически значимых различий в ОВ не установ-
лено (при использовании скорректированного с по-
мощью поправки Бонферрони значения α = 0,0033). 
Вероятно, для того чтобы получить статистически 
значимые различия, необходимо увеличить размер 
выборки животных в экспериментальных группах.

На рис. 6 приведены данные о МКО у животных 
групп 1–6. Следует отметить, что измерить массу опу-
холи в ходе некропсии удалось не у всех животных, 
т. к. среди мышей наблюдали каннибализм с поеда-
нием опухоли у павших животных внутри одной клет-
ки. Из-за значительной вариабельности МКО внутри 
групп, а также малого количества животных, у кото-

рых удалось оценить МКО, статистически значимые 
различия для этого показателя не были получены.

В табл. 3 представлены сведения о характере ме-
тастатического поражения внутренних органов и тка-
ней животных. В группах 1 и 3 рост опухоли был 
ограничен только местом инокуляции исходного 
опухолевого материала, полученного из внутрикож-
ного и интрамаммарного изографтов. В то же время 
внутрикожный изографт, перевитый интрамаммарно 

Рис. 3. Кинетика роста опухолей. Данные представлены в виде сред-
него значения (mean)

Fig. 3. Tumor growth kinetics, all groups. Data are presented as mean

Медиана общей выживаемости, дни / Median overall survival, days
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15,5    Группа 3 (ИМ in vivo) – ВК / Group 3 (IМ in vivo) – ID

21,0    Группа 4 (in vitro) – ВК-Р6 / Group 4 (in vitro) – ID-Р6

27,0    Группа 5 (in vitro) – ВК-Р14 / Group 5 (in vitro) – ID-Р14

21,0    Группа 6 (in vitro) – ИМ-Р14 / Group 5 (in vitro) – IМ-Р14
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Рис. 4. Частота изъязвления (некроза) экспериментальных опухолей

Fig. 4. Incidence of ulceration (necrosis) of experimental tumors
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Рис. 5. Кривые Каплана–Мейера общей выживаемости животных 
в экспериментальных группах

Fig. 5. Kaplan–Meier curves of overall survival of animals in experimental 
groups
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Рис. 7. Цитологическая картина мазков геморрагического плеврального выпота. Цитологическая дифференцировка обнаруженных в мазках 
клеток затруднена, поскольку пигментированные макрофаги, поглотившие клетки меланомы (меланофаги), имитируют клетки меланомы

Fig. 7. Cytological view of smears of hemorrhagic pleural effusion. There are difficulties with cytological differentiation of cells found in smears as pigmented 
macrophages that have ingested melanoma cells (melanophages) mimic melanoma cells

Рис. 6. Массовый коэффициент опухоли. Данные представлены в виде 
среднего (mean) и стандартного отклонений (SD). Указаны все ин-
дивидуальные значения. Cv – коэффициент вариации, %

Fig. 6. Tumor mass index. Data are presented as mean and standard 
deviation (SD). All individual values are indicated. Cv – coefficient of va-
riation, %
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(группа 2), обеспечил формирование широкого спек-
тра метастатического поражения органов грудной 
и брюшной полостей. Интересно, что в результате 
клональной селекции отдельных субпопуляций кле-
ток меланомы B16, культивированных in vitro до 6-го 
и 14-го пассажей и впоследствии трансплантирован-
ных внутрикожно (группы 4 и 5), частота возникно-
вения макроскопических метастазов в легкое достиг-
ла 50 %. При этом 1-й случай возникновения 
метастазов в легкое был зарегистрирован на 21-й день 
после 1-го измерения опухолей вне зависимости 
от источника получения опухолевого материала 
и сайта трансплантации. Во всех случаях наличие 
метастазов меланомы B16 было подтверждено гисто-
логически. В целом профиль метастазирования 

меланомы B16 в исследовании соответствовал тако-
вому, характерному для меланомы человека [6].

Важным наблюдением в проведенном исследо-
вании было появление злокачественного геморраги-
ческого плеврального выпота. Причем не всегда на-
личие плеврального выпота сопровождалось 
макроскопическим выявлением метастазов в легкое. 
В группах с интрамаммарной трансплантацией ча-
стота плеврального выпота достигала 50 % (табл. 4). 
Следует отметить, что у человека частота злокаче-
ственного плеврального выпота при меланоме не пре-
вышает 2 % [7].

При цитологическом анализе мазков плевраль-
ного выпота, окрашенных по Романовскому, выяв-
лены меланоциты со множественными цитологиче-
скими критериями злокачественности, включая 
вариабельную пигментацию, многоядерность, ани-
зоцитоз от умеренного до выраженного и анизокари-
оз, вариабельное ядерно-цитоплазматическое соот-
ношение и формирование ядра. В мазках также 
определяли большие клетки с обильной пенистой 
цитоплазмой, содержащей материал, соответствую-
щий пигменту (вероятно, меланофаги) (рис. 7).

Обсуждение
В неклинических исследованиях перспективных 

противоопухолевых агентов использование различ-
ных источников получения опухолевого материала 
и сайтов трансплантации существенно влияет на па-
раметры роста сингенных опухолей, на их инвазив-
ный потенциал и профиль метастазирования. В на-
стоящее время ведутся широкие дебаты по поводу 
достоверности результатов, полученных на иммор-
тализованных коммерческих клеточных линиях опу-
холей человека и животных, из-за возможности кло-
нальной селекции и артефактов, связанных 
с культивированием in vitro. Клеточные линии адап-
тируются к искусственной среде без стромальных, 
сосудистых и воспалительных клеток. В последнее 
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мышиный вариант PDX-моделей (patient-derived xe-
nograft). Техника изографтов сочетает положительные 
аспекты существующих трансплантируемых моделей 
in vivo – функциональную иммунную систему син-
генных моделей, а также консервативные характери-
стики опухоли и широкое разнообразие PDX-моделей 
[8]. Ортотопическая трансплантация (т. е. в физиоло-
гически релевантную нишу) такого опухолевого ма-
териала обеспечивает сходство трансплантируемых 
моделей с моделями спонтанного канцерогенеза [9]. 
Ортотопическим сайтом для меланомы является зо-
на дермоэпидермального соединения, поэтому в ис-
следовании была выполнена внутрикожная, а не под-
кожная трансплантация сингенной опухоли.

Многие лаборатории имеют линию и сублинии 
сингенной меланомы B16. Однако даже в пределах 
одной лаборатории B16 может быстро меняться с те-
чением времени. Наблюдаемые изменения включают 
резкие различия в степени пигментации, минимальной 
канцерогенной дозе, метастатическом потенциале, 

Таблица 3. Сведения о частоте и очагах метастазирования экспериментальных опухолей меланомы B16, полученных в эксперименте

Table 3. Details about the incidence and foci of metastasis of experimental B16 melanoma tumors obtained in the experiment

Группа 
Group

Локализация метастазов 
Localization of metastases

Частота, абс. (%) 
Incidence, abs. (%) 

1 – (ВК in vivo) – ВК 
1 – (ID in vivo) – ID

Макроскопически метастазы не выявлены ни у одного животного 
Macroscopically, metastases were not detected in any animal

2 – (ВК in vivo) – ИМ 
2 – (ID in vivo) – IM

Метастазы в легкое (макроскопические) 
Metastases in the lung (macroscopic) 

3 / 8 (37,5) 

Брыжейка кишечника, ворота печени, парагонадная клетчатка 
Mesentery of the intestine, hilum of the liver, paragonadal fat pad

5 / 8 (62,5) 

Яичник 
Ovary

1 / 8 (12,5) 

3 – (ИМ in vivo) – ВК 
3 – (IM in vivo) – ID

Макроскопически метастазы не выявлены ни у одного животного 
Macroscopically, metastases were not detected in any animal

4 – (in vitro) – ВК-P6 
4 – (in vitro) – ID-P6

Метастазы в легкое (макроскопические) 
Metastases in the lung (macroscopic) 

4 / 8 (50 %) 

Метастазы в двух аксиллярных лимфоузлах со стороны растущей вну-
трикожной опухоли 
Metastases in two ipsilateral axillary lymph nodes from a growing intradermal tumor

1 / 8 (12,5) 

5 – (in vitro) – ВК-P14 
5 – (in vitro) – ID-P14

Метастазы в легкое (макроскопические) 
Metastases in the lung (macroscopic) 

3 / 6 (50 %) 

6 – (in vitro) – ИМ-P14 
6 – (in vitro) – IM-P14

Брыжейка кишечника, ворота печени, парагонадная клетчатка 
Mesentery of the intestine, hilum of the liver, paragonadal fat pad

1 / 6 (16,7 %) 

Метастазы в легкое макроскопически не обнаружены, но у 3 из 6 мышей был злокачествен-
ный плевральный выпот 
Lung metastases are not found macroscopically, but 3 out of 6 mice have a malignant pleural effusion

Метастазы в паратрахеальные лимфоузлы 
Metastases in paratracheal lymph nodes

2 / 6 (33,3) 

Примечание. Здесь и в табл. 4: ВК – внутрикожный; ИМ – интрамаммарный. 
Note. Here and in Table 4: ID – intradermal; IM – intramammary.

Таблица 4. Частота развития злокачественного плеврального 
выпота

Table 4. Incidence of malignant pleural effusion

Группа 
Group

Частота, абс. (%) 
Incidence, abs. (%) 

2 – (ВК in vivo) – ИМ 
2 – (ID in vivo) – IM

4 / 8 (50) 

5 – (in vitro) – ВК-P14 
5 – (in vitro) – ID-P14

1 / 6 (17) 

6 – (in vitro) – ИМ-P14 
6 – (in vitro) – IM-P14

3 / 6 (50) 

время все больший интерес проявляется к технике 
изографтов, т. е. подход с трансплантацией опухоле-
вого материала в виде фрагментов первичной опухо-
ли или клеточной суспензии из нее от мыши-донора 
мыши-реципиенту без культивирования in vitro. Это 
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экспрессии антигенов и распознавании цитотокси-
ческими Т-лимфоцитами [4]. Известно более 150 кло-
нов и субклонов меланомы B16, которые различают-
ся по инвазивному и метастатическому потенциалам, 
скорости пролиферации [10]. В представленной ра-
боте на конкретном примере продемонстрирована 
теория клональной эволюции опухоли в результате 
селекции субпопуляций клеток in vivo и in vitro, обла-
дающих разным фенотипом. Следует отметить, 
что в отличие от меланомы человека меланома B16 
является иммунологически «холодной» опухолью 
и плохо поддается лечению иИКТ [11]. Можно пред-
положить, что клональная архитектура исходной 
клеточной суспензии меланомы B16, использованной 
в проведенном исследовании, включала субклон 
B16F10, который в исходном фрагменте не являлся 
доминантным. Трансплантация субклона B16F10 мо-
делирует ситуацию у пациентов с меланомой, которые 
не отвечают на терапию иИКТ, и может служить 
для оценки эффективности комбинаций с иИКТ.

Известно, что по мере внутрикожного роста ме-
ланомы B16 наблюдается развитие центрального не-
кроза, изъязвления и кровоточивости опухолевых 
узлов. Рекомендуется подвергать животных эвтаназии 
до развития этих явлений [4]. Это существенно сокра-
щает «терапевтическое окно», т. е. максимальное время 
от начала экспериментальной терапии после рандо-
мизации до окончания исследования. Альтернатив-
ным сайтом трансплантации может быть интрамам-
марная трансплантация в жировую клетчатку МЖ 
мышей. C. Obodozie и соавт. в 2019 г. показали, что 

в данном случае наблюдается более высокая гомо-
генность роста опухоли без ее изъязвления, а также 
высокая инфильтрация опухоли иммунокомпетент-
ными клетками, что важно для выполнения иммуно-
онкологических экспериментов [5]. В проведенном 
исследовании отчасти подтвердилось предположение 
о том, что жировая клетчатка МЖ служит буферной 
зоной между опухолью и дермой, ограничивая изъ-
язвление опухоли. Феномен высокой частоты мета-
стазирования интрамаммарных опухолей меланомы 
B16 и развития злокачественного плеврального вы-
пота, по-видимому, обусловлен особенностями кро-
вотока и лимфотока МЖ животных.

Заключение
Результаты проведенного исследования допол-

няют сведения о том, что клетки сингенной мелано-
мы B16 обладают как наследственными, так и селек-
ционными фенотипическими признаками, которые 
влияют на их способность к метастазированию. 
На конкретном примере показано, насколько гете-
рогенным может быть поведение сингенных опухо-
лей, полученных изначально только из одного фраг-
мента, в зависимости от вида опухолевого материала 
(изографт или клеточная линия), условий культиви-
рования (количество пассажей) и сайта трансплан-
тации (внутрикожно или интрамаммарно). Полученные 
данные могут быть использованы в рутинной работе 
центров доклинических исследований при планиро-
вании и проведении экспериментальных работ с ис-
пользованием сингенных моделей опухолей.
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Введение. Известно, что инактивирующие мутации в генах Chek2 и Gprc5a ассоциированы с развитием онко-
логических заболеваний. Экспериментальные исследования канцерогенеза у генетически модифицированных 
мышей позволяют получить новые данные об их влиянии на развитие патологии.
Цель исследования – на мышах с гетерозиготными инактивирующими мутациями в генах Chek2 и Gprc5a оценить 
выживаемость,  а  также  множественность  и  размеры  экспериментальных  опухолей  в  модели  канцерогенеза 
легкого.
Материалы и методы. Использовали мышей гибридов 2-го поколения от скрещивания гетерозиготных по ис-
следуемым мутациям самцов CBAB6F1 с самками BALB / c дикого типа: потомков носителей мутаций Chek2dAA  
(76 самцов и 64 самки) и Gprc5ainsA (60 самцов и 42 самки). Начиная с 4-месячного возраста мыши получали 
уретан (этилкарбамат) внутрибрюшинно в дозе 600 мг / кг еженедельно в течение 6 нед. После генотипирования 
с помощью аллель-специфической полимеразной цепной реакции животных распределяли по группам. Через 
40 нед от начала опыта проводили оценку параметров канцерогенеза.
Результаты. Доля доживших до 3-месячного возраста мышей с мутациями примерно соответствовала менде-
левскому  распределению  (35 / 41  самцы  и  33 / 31  самки)  для  потомства  самцов,  гетерозиготных  по  Chek2dAA, 
и  была  существенно  меньше  в  случае  Gprc5ainsA (20 / 40  самцы  и  17 / 25  самки;  p  =  0,043).  Гибель  носителей 
 Gprc5ainsA в течение опыта также была выше, чем у контрольной группы (p = 0,0506 у самок). У 2 из 4 погибших 
до окончания опыта самок Gprc5ainsA обнаружены синхронные новообразования легких и тимуса, не встречав-
шиеся в других группах. В конце эксперимента не выявлено существенных различий между значениями пока-
зателей множественности,  средних линейных размеров и  объемов  опухолей в  группах  мышей  с  мутациями 
и без них.
Заключение. Установлено, что гетерозиготная инактивирующая мутация Chek2dAA у мышей не влияет на разви-
тие животных раннего возраста и не модифицирует параметры индуцированного канцерогенеза легкого. Гете-
розиготное носительство мутации Gprc5ainsA у мышей повышает риск ранней гибели и чувствительность к ток-
сическому и канцерогенному воздействию уретана.
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Background. Inactivating mutations in Chek2 and Gprc5a genes are known to be associated with cancer develop-
ment. Experimental carcinogenesis studies in genetically modified mice generate new data on their influence on 
pathology development.
Aim. In the present study in a model of lung carcinogenesis, survival parameters as well as tumor multiplicity and 
size in mice with Chek2 and Gprc5a heterozygous inactivating mutations were evaluated.
Material and methods. F2 hybrid mice from crosses between CBAB6F1 males heterozygous for the studied muta-
tions and wild-type BALB / c females were used: Chek2dAA-carriers (76 males and 64 females) and Gprc5ainsA-carriers 
(60 males and 42 females). Starting at four months of age, mice received urethane (ethyl carbamate) intraperito-
neally at a dose of 600 mg / kg weekly for 6 weeks. After genotyping by allele-specific PCR, animals were allocated 
to groups. Carcinogenesis parameters were evaluated 40 weeks after the beginning of the experiment.
Results. The proportion of mice with mutations surviving to the age of three months roughly followed the Mende-
lian distribution (35 / 41 males and 33 / 31 females) for the offspring of males heterozygous for Chek2dAA and was 
significantly lower in the case of Gprc5ainsA (20 / 40 males and 17 / 25 females, p = 0.043). The death of Gprc5ainsA 
carriers during the experiment was also higher than in the control group (p = 0.0506 in females). Synchronous 
lung and thymus neoplasms were found in 2 out of 4 Gprc5ainsA females that died before the end of the experiment, 
which were not found in other groups. At the end of the experiment, no significant differences in tumor multiplic-
ity, mean linear size, and volume were found between the groups of mice with and without mutations.
Conclusion. It was found that heterozygous inactivating mutation Chek2dAA does not affect early age development 
and does not modify the parameters of induced lung carcinogenesis in mice. Heterozygous carriage of Gprc5ainsA 
mutation  in mice  increases the risk of early death and sensitivity to the toxic and carcinogenic effects of ure-
thane.
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Введение
Наследственные формы рака могут демонстри-

ровать свойства отдельного биологического подтипа 
и иметь иной профиль лекарственной чувствительно-
сти, что требует особых терапевтического и хирурги-
ческого подходов к лечению [1]. Большинство генов, 
связанных с наследуемыми типами рака, относятся 
к группе так называемых генов сохранения стабиль-
ности, или генов-попечителей, контролирующих и ре-
ализующих различные механизмы репарации ДНК.

Геномные исследования показали ведущую роль 
генов репарации ДНК в канцерогенезе, особенно 
при местно-распространенной и метастатической 
форме опухолевого процесса [2, 3]. CHEK2 – ядерная 
серин / треонин-протеинкиназа – является одним 
из значимых генов, осуществляющих конт роль пере-
ключения фаз клеточного цикла, работу сигнальной 
системы репарации ДНК и регуляции апоптоза. У но-
сителей мутаций повышен риск развития рака мо-
лочной железы, простаты и толстой кишки, но риск 
развития рака легкого несколько снижен [4, 5]. В на-
стоящее время определено не менее 100 мутаций в ге-
не СHEK2.

GPRC5A (RAIG1) изначально был открыт как ин-
дуцируемый ретиноевой кислотой ген, в большей 

степени экспрессирующийся в легких [6]. В нормаль-
ных тканях белок GPRC5A имеет мембранную лока-
лизацию [7] и играет важную роль в процессах регу-
ляции клеточного цикла, репарации ДНК, апоптоза 
и пр. Исследования последних лет показали, что на-
рушения экспрессии GPRC5A могут привести к раз-
витию множества различных типов рака у людей, 
а также к другим заболеваниям [8–10].

Установление роли гетерозиготных инактиви-
рующих мутаций в генах репарации ДНК у челове-
ка затрудняется тем, что в исследуемую выборку 
обычно входит только материал, полученный от он-
кологических пациентов, т. е. отсутствует «конт-
рольная группа». В соответствии с этим исследования 
на трансгенных животных представляются актуаль-
ными.

Цель исследования – на мышах с гетерозиготны-
ми инактивирующими мутациями в генах Chek2 
и Gprc5a оценить выживаемость, а также множествен-
ность и размеры экспериментальных опухолей в мо-
дели канцерогенеза легкого.

Материал и методы
Животные. Трансгенные мыши с гетерозигот-

ными инактивирующими мутациями в генах Chek2 
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или Gprc5a были получены с использованием систем 
CRISPR / Cas9 [11]. С целью направленного разреза-
ния и инактивации генов Chek2 и Gprc5a были созда-
ны компоненты системы CRISPR / Cas9. Последова-
тельность гидовой РНК для инактивации гена Chek2: 
GCATACATCGGGACTTAAAGC, Gprc5a: GGGGAG-
CATCTTTCTTTTGT. Для получения зигот использо-
вали мышей инбредных линий CBA (самок) и C57BL / 6 
(самцов). Генотипирование полученных мышат про-
водили в возрасте 2 нед.

Использовали отобранную в пробирки с трика-
лиевой солью этилендиаминуксусной кислоты кровь 
(40–50 мкл) из кончика хвоста мыши. ДНК из крови 
выделяли с использованием набора реактивов Blood 
geno micPrep Mini Spin Kit (Cytiva, США). Генотипиро-
вание потомства проводили с помощью аллель-специ-
фической полимеразной цепной реакции на приборе 
CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Inc., США). Праймеры 
для генотипирования представлены в табл. 1.

Таблица 1. Праймеры для генотипирования потомства мышей 
с мутациями в генах Chek2 и Gprc5a

Table 1. Primers for genotyping offspring of mice with mutations in Chek2 
and Gprc5a genes

Название 
праймера 

Primer name

Нуклеотидная последовательность 
праймера 

Primer nucleotide sequence

nCHEK2_dAA TCATACATCGGGACTTAGCC

nGPRC5A_insA GTGCAGGACTCCAACAAAAAG

Для получения следующих поколений использо-
вали половозрелых самцов CBAB6F1-носителей гете-
розиготных инактивирующих мутаций в генах Chek2 
(c.1057–1058delAA) и Gprc5a (c.190insA). Данные му-
тации приводят к сдвигу рамки считывания и синте-
зу укороченного белка. Самцов с мутациями скрещи-
вали с самками BALB / c и потомков C (CBAB6F1) F

1
 

генотипировали в возрасте 3 мес по ранее описанной 
процедуре. Далее проводили возвратное скрещивание 
C (CBAB6F1) F

1
 самцов – носителей мутации – с сам-

ками BALB / c для получения поколения F
2
.

В исследование включено 76 самцов и 64 самки – 
потенциальных носителей мутации Chek2dAA, а также 
60 самцов и 42 самки – потенциальных носителей 
мутации Gprc5ainsA.

Условия содержания. Мыши содержались в пла-
стиковых клетках типа T2 (Tecniplast, Италия) 
при световом режиме 12:12, температуре 22 ± 2 °C, 
относительной влажности 50–70 % и режиме про-
ветривания 15 объемов помещения в час. Животные 
имели свободный доступ к питьевой воде и грану-
лированному корму (ООО «Лабораторкорм», Рос-
сия).

Вещества / препараты. Для индукции канцерогене-
за легкого у мышей использовали уретан (этилкарба-
мат) (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., Япония). Кан-
цероген вводили внутрибрюшинно в дозе 600 мг / кг 
еженедельно в течение 6 нед. В качестве растворите-
ля использовали натрия хлорид 0,9 % (ОАО «Даль-
химфарм», Россия).

Экспериментальные процедуры. За 1 нед до начала 
эксперимента у животных была отобрана кровь 
для генотипирования, как описано ранее. В возрасте 
4 мес животные получали 0,6 г / кг уретана внутри-
брюшинно еженедельно в течение 6 нед.

В период введения канцерогена и в последующие 
2 нед за животными наблюдали ежедневно с целью 
выявления ослабленных животных, отвечающих кри-
териям эвтаназии, которая осуществлялась ингаляци-
ей CO

2
. Животных взвешивали еженедельно в период 

введения канцерогена (0–6-я недели опыта), далее – 
2 раза в месяц. Через 40 нед после начала введения 
канцерогена эксперимент был остановлен, все мыши 
были подвергнуты эвтаназии и немедленной аутопсии.

Легкие с опухолями и основные органы фиксиро-
вали в 10 % нейтральном формалине (ООО «ЭргоПро-
дакшн», Россия) в течение 24–48 ч. После фиксации 
оценивали частоту и множественность опухолей лег-
кого на основе макроскопического анализа.

Размер опухолей определяли с помощью штан-
генциркуля после разделения фиксированных легких 
на доли. Объем опухолей рассчитывали по формуле 
объема сфероида (для опухолей, имеющих форму, 
близкую к сферической) или эллипсоида (для ново-
образований, у которых измерялся больший и мень-
ший линейные размеры).

Статистический анализ. Статистическую обработку 
данных проводили с использованием программного обе-
спечения GraphPad Prism 8.01 (GraphPad Software, Inc., 
США). Количественные данные представлены в виде 
M ± m, где M – среднее значение, а m – ошибка средне-
го. Для проверки гипотезы о нормальности распределе-
ния применяли критерий Шапиро–Уилка. Оценку 
различий в группах по количественным переменным 
проводили с использованием многофакторного диспер-
сионного анализа (ANOVA, критерий Краскела–Уол-
лиса). Частотные показатели оценивали с использова-
нием двустороннего точного теста Фишера, кривые 
выживаемости анализировали с использованием кри-
терия Гехана–Уилкоксона. Оценка относительного ри-
ска представлена в виде ОР [верхняя граница довери-
тельного интервала; нижняя граница доверительного 
интервала]. Различия считали значимыми при р ˂0,05.

Результаты
Результаты генотипирования для мышей – по-

томков гетерозиготных самцов, несущих мутацию 
в генах Chek2 или Gprc5a, представлены в табл. 2.
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Как видно из представленных данных, доля мы-
шей – носителей мутации в гене Chek2, полученных 
от скрещивания гетерозиготных самцов с мутацией 
с самками дикого типа, примерно соответствовала 
ожидаемой (50 / 50 %). В то же время гетерозиготное 
носительство мутации в гене Gprc5a сопровождалось 
более низкой выживаемостью мышей на ранних ста-
диях развития: до возраста 3 мес (время генотипиро-
вания) дожило на 50 % меньше самцов – носителей 
мутации, чем самцов дикого типа; для самок эти раз-
личия составили 32 %. Относительный риск (ОР) ги-
бели в раннем возрасте для самцов – носителей 
 Gprc5ainsA составил 1,33 [ДИ 1,002; 1,778] и для самок 
1,19 [ДИ 0,8151; 1,227].

Динамика гибели экспериментальных животных 
в ходе исследования представлена на рис. 1.

Мутация в гене Chek2 не оказывала влияния 
на выживаемость экспериментальных животных в пе-
риод и после введения уретана (рис. 1, а).

На 17–19-й дни опыта погибло по одному самцу 
и одной самке в каждой группе животных (Chek2 и ди-
кого типа). У самцов – носителей мутации Chek2dAA 

дополнительно фиксировали случаи ранней гибели 
животных без опухолей на 81-й и 117-й дни опыта, 
вероятно, связанные с отсроченной реакцией на ток-
сическое воздействие уретана. У мышей самок дико-
го типа, погибших на 199-й и 271-й дни опыта, а также 
у самки с мутацией Chek2dAA, погибшей на 250-й день 
опыта, фиксировали опухоли в легких.

У носителей мутации Gprc5ainsA (рис. 1, б) наблю-
далась повышенная гибель по сравнению с живот-
ными без мутации, приближающаяся к уровню ста-
тистической значимости у самок (р = 0,0506, тест 
Гехана–Уилкоксона).

Число гибели в течение опыта у носителей гете-
розиготной мутации Gprc5ainsA составило 20 % (4 из 20) 
у самцов и 23,5 % (4 из 19) – у самок (различия c ди-
ким типом не достигают уровня статистической зна-
чимости; р = 0,06, точный критерий Фишера).

Следует отметить, что у самок – носителей мута-
ции Gprc5ainsA наблюдали раннюю гибель животных 
с новообразованиями: на 190-й день от введения кан-
церогена (2 особи, 1 – с синхронным новообразова-
нием тимуса), на 216-й и 251-й (с синхронным 

Таблица 2. Результаты генотипирования мышей в опыте

Table 2. Mice genotyping results

Мутация 
Mutation

Самцы 
Males

Самки 
Females

Всего 
Total

mut wt mut wt mut wt

Chek2 35 41 33 31 68 72

Gprc5a 20 40 17 25 37* 65

*p = 0,043 по сравнению с ожидаемым распределением, точный тест Фишера. 
*p = 0.043 compared to the expected distribution, Fisher’s exact test.

Рис. 1. Динамика гибели экспериментальных животных
*У носителей мутации Gprc5ainsA наблюдалась повышенная гибель по сравнению с животными без мутации, приближающаяся к уровню 
статистической значимости у самок: p = 0,0506, критерий Гехана–Уилкоксона (p = 0,0506)

Fig. 1. Animal survival dynamics
*Gprc5ainsA carriers showed increased mortality compared to non-carriers, approaching the level of statistical significance in females p = 0.0506, Gehan– 
Wilcoxon test (p = 0.0506)
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новообразованием тимуса) дни опыта (данные 
не включены в расчет множественности, размеров 
и объема опухолей). В контрольной группе самок 
наблюдали гибель животного с новообразованием 
на 235-й день опыта.

Гибель самцов Gprc5аinsA, которая наблюдалась в пе-
риод введения уретана (38-й день, 2 особи) и через 
1,5 мес после окончания введения (91-й день, 1 особь), 
вероятно, была связана с токсическим, а не канцеро-
генным действием уретана. У животного, погибшего 
на 235-й день опыта, обнаружены опухолевые ново-
образования в легких. Среди однопометников без му-
тации отмечен единичный случай гибели на раннем 
сроке опыта (85-й день). У 2 из 4 животных, погибших 
в срок со 160-го по 241-й день опыта, наблюдали 
новообразования легких на ауто псии.

Под влиянием многократного введения уретана 
опухоли развивались у 100 % животных, доживших 
до конца опыта. Множественность опухолей соста-
вила 10,5 ± 1,2 у самцов – носителей мутации Chek2dAA 
и 9,3 ± 0,8 у их однопометников, свободных от мута-
ции (p ˃0,05). У самок эти значения были схожими 
(10,3 ± 1,1 и 10,0 ± 0,9 соответственно) и также 
не различались в 2 группах (рис. 2, а). Выявлено, что 
средний линейный размер опухолей у самцов – но-
сителей мутации Chek2dAA статистически значимо 
превышал значения показателя у самок с таким же 
генетическим статусом (1,44 ± 0,06 мм vs 1,07 ± 
0,03 мм; р <0,0001, критерий Краскела–Уоллиса) 
(рис. 2, в). Аналогичные результаты получены 
для среднего объема опухоли (рис. 2, д), который 
составил у носителей гетерозиготной мутации в ге-
не Chek2 1,98 ± 0,27 мм3 у самцов и 0,83 ± 0,13 мм3 – 
у самок (р <0,0001, критерий Краскела–Уоллиса). 
Не обнаружено статистически значимых различий 
в значениях показателей среднего размера и сред-
него объема опухолей легкого у животных с различ-
ным генетическим статусом.

У мышей – носителей инактивирующей мутации 
в гене Gprc5a множественность опухолей составила 
10,2 ± 1,3 у самцов и 10,2 ± 1,3 у самок, что было 
сравнимо со значениями, полученными у животных 
без мутации (12,9 ± 0,8 и 13,2 ± 1,2 у самцов и самок 
соответственно; р ˃0,05) (рис. 2, б). Различия в сред-
нем размере и объеме опухоли между самцами и сам-
ками с мутацией, характерные для мышей с Chek2dAA, 
были менее выражены у Gprc5ainsA. Так, у самцов – 
носителей мутации Gprc5ainsA средний размер опухоли 
составлял 1,33 ± 0,07 мм и у самок – 1,16 ± 0,05 мм 
(рис. 2, г), а для среднего объема опухоли были полу-
чены значения 1,98 ± 0,30 и 1,33 ± 0,25 мм3 у самцов 
и самок соответственно (рис. 2, е). Опухоли у живот-
ных – носителей мутации Gprc5ainsA не отличались 
по размеру и объему от новообразований у мышей 
без мутации.

Обсуждение
Проведенное нами исследование показало, 

что ранняя гибель мышей с гетерозиготной мутацией 
в гене Chek2 не отличалась от таковой у мышей ди-
кого типа, что хорошо согласуется с литературными 
данными, описывающими линию Chek21100delC и нока-
утную линию Chek2– / – [12].

В наших исследованиях получены данные о том, 
что носительство гетерозиготной инактивирующей 
мутации Gprc5ainsA у мышей сопряжено с повышенным 
риском гибели в раннем возрасте. В то же время в ра-
боте [13] показано, что рождение потомков различ-
ного генетического статуса от скрещивания гетеро-
зиготных Gprc5a+ / – подчиняется менделевскому 
распределению. Авторы также не наблюдали уско-
ренной гибели нокаутных или гетерозиготных мы-
шей. Мыши аналогичной нокаутной линии характе-
ризовались ненарушенной структурой легочной 
ткани и сохраняли нормальное состояние здоровья 
и продолжительности жизни [14]. Возможно, наличие 
белка Gprc5a с нарушенной функциональностью 
в случае инактивирующей мутации Gprc5ainsA затруд-
няет реализацию альтернативных механизмов, как это 
происходит в случае его отсутствия.

В проведенном нами эксперименте при много-
кратном введении уретана частота развития опухолей 
у мышей самцов и самок составила 100 %, что соот-
ветствует более ранним данным по аналогичной мо-
дели [15]. При этом существенных различий между 
значениями показателей множественности, средних 
линейных размеров и объемов опухолей в группах 
мышей с мутациями и без таковых не обнаружено. 
Известно, что гетерозиготные варианты мутаций 
или нокаутов гена Chek2 у мышей в отличие от гомо-
зиготных не оказывают существенного влияния 
на спонтанный и индуцированный канцерогенез 
у мышей [12, 16]. Это свидетельствует о том, что ак-
тивность киназы Chek2 избыточна и для нормально-
го функционирования процесса репарации ДНК 
достаточно 1 копии соответствующего гена. Заслу-
живает внимания также предположение о возможной 
компенсации недостаточной активности CHEK1, 
близкой по функциям CHEK2 [17]. Например, на эм-
бриональных фибробластах, полученных от мышей 
с двойным нокаутом Chk1+ / –Chk2+ /– в отличие 
от Chk1+ / – или  Chk2– /–, был показан высокий уровень 
спонтанных повреждений ДНК, совмещенный с не-
достаточной их репарацией, что может рассматри-
ваться как предиктор канцерогенеза [18].

Проведенное исследование показало, что у мы-
шей с гетерозиготной мутацией Gprc5a развивается 
такое же количество опухолей, как и у животных без 
мутаций. По данным Q. Tao с соавт. [13], склонностью 
к повышенному канцерогенезу легких обладают 
 гомозиготные Gprc5a– / – животные, но не гетерозиготы. 
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Рис. 2. Множественность и размеры новообразований легких у мышей. Границы «коробки» представляют 1-й и 3-й квартили, линия внутри – 
медиану, «усы» – 10-й и 90-й процентили. Использовали критерий Краскела–Уоллиса. Количество новообразований (а и б), средний размер 
опухолей (мм, в и г) и средний объем новообразований (мм2, д и е) в легких животных групп Chek2 и Gprc5a соответственно

Fig. 2. Multiplicity and size of lung neoplasms in mice. The boundaries of the “box” represent the 1st and 3rd quartiles, the line inside represents the median, 
and the “whiskers” represent the 10 th and 90 th percentiles. The Kruskal–Wallis criterion was used. Number of neoplasms (a and б), mean tumor size 
(mm, в and г) and mean volume of neoplasms (mm2, д and е) in the lungs of animals of Chek2 and Gprc5a groups, respectively
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В работе J. Wang и соавт. 2016 г. показано, что нока-
утирование Gprc5a увеличивает индуцированную 
 ионизирующим излучением, а также спонтанную ча-
стоту опухолей легких у мышей Gprc5a– / – [19]; сходные 
данные были получены в 2020 г. у нокаутных по Gprc5a 

мышей на модели канцерогенеза легких, индуциро-
ванного никотиновым нитрозамин-кетоном [20].

Кроме того, в исследованиях показано, что уда-
ление гена Gprc5a у мышей приводит к изменениям 
регуляции транскрипционного фактора NF-κB, что 
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является причиной нарушений работы иммунной 
системы: так, мыши Gprc5a– / – проявляют более силь-
ные воспалительные реакции в ответ на стимуляцию 
липополисахаридом и бóльшую склонность к разви-
тию как опухолей легких, так и ассоциированных 
с ними пневмоний [21, 22].

Возможно, именно особенностями иммунитета 
гетерозиготных по Gprc5a животных можно объяснить 
наблюдаемую в нашем эксперименте гибель наиболее 
слабых животных на ранних и средних сроках исследо-
вания, которая могла занизить результаты оценки ко-
личества и размеров опухолей у мышей данной линии. 
Ранее нами обнаруживалась тенденция к промотиро-
ванию опухолей легкого у животных с гетерозиготной 
мутацией Gprc5a [11]. В проведенном эксперименте мы 
наблюдали синхронные новообразования легкого 

и тимуса у 2 не доживших до конца опыта самок мышей 
Gprc5ainsA (из 17 включенных), что указывает на повы-
шенную чувствительность мышей с данной мутаци-
ей не только к токсическому, но и канцерогенному 
воздействию уретана.

Заключение
Установлено, что гетерозиготная инактивирую-

щая мутация Chek2dAA у мышей не влияет на развитие 
животных раннего возраста и не модифицирует па-
раметры индуцированного канцерогенеза легкого. 
Гетерозиготное носительство мутации Gprc5ainsA у мы-
шей повышает риск ранней гибели и чувствитель-
ность к токсическому и канцерогенному воздействи-
ям уретана.
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Ингибирующий эффект ломустина на рост 
спонтанных HER2-позитивных опухолей 
молочной железы у трансгенных мышей

В. А. Александров, А. Н. Стуков, Ю. Г. Змитриченко, О. А. Беляева, Г. В. Точильников

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Петрова» Минздрава России; Россия, 
197758 Санкт-Петербург, пос. Песочный, ул. Ленинградская, 68

К о н т а к т ы :  Валерий Анатольевич Александров alexandrov.valeri@yandex.ru

Введение.  У  больных  HER2-положительным раком  молочной  железы  (HER2+  РМЖ)  в  результате  таргетной 
 анти-HER2-терапии значительно удлиняется период ремиссии. Однако часто развивается резистентность к те-
рапии. В поисках эффективных дополнительных препаратов при комбинированной терапии целесообразно 
изучить  противоопухолевое  действие  ломустина  (CCNU)  при  HER2+  РМЖ.  Ломустин  не  является  таргетным 
препаратом, но используются для лечения метастазов в головной мозг, поскольку известен как одно из стан-
дартных средств для терапии глиобластом.
Цель исследования – оценить ингибирующую активность ломустина на рост спонтанного HER2+ РМЖ у самок 
мышей FVB / N.
Материалы и методы. Использовали трансгенных мышей HER2+ линии FVB / N – самок в возрасте 5–6 мес, 
из которых отобрали 7 пар животных (для контроля и лечения ломустином) с одинаковыми по размеру спон-
танными опухолями молочных желез в каждой паре. Ломустин вводили однократно в дозе 50 мг / кг (перораль-
но через зонд) с последующим 30-дневным наблюдением. Критериями оценки противоопухолевого эффекта 
были ТРО % (торможение роста опухолей), а также ИРО (индекс роста опухоли), рассчитываемый по отношению 
площади (S) под кинетической кривой роста опухолей в группе животных с лечением ломустином (S

Э
) к контро-

лю (S
К
). При таком сравнении в контроле ИРО всегда будет 100 %.

Результаты. За период наблюдения объем опухолей молочной железы в контроле (введение растворителя) 
увеличился в 8 раз, тогда как у мышей, получавших ломустин, опухоли значительно регрессировали. ТРО после 
лечения ломустином составило 78–92 % (р = 0,007–0,0006 к контролю). Суммарное среднее значение S досто-
верно различалось в 5,6 раза при сравнении двух групп, а ИРО у мышей в группе ломустина составил 18,8 %, 
тогда как в контроле 100 %; р = 0,0006).
Заключение.  Ломустин  проявляет  выраженный  ингибирующий  эффект  на  рост  спонтанного  HER2+  РМЖ 
у трансгенных мышей FVB / N. Результаты свидетельствуют о целесообразности применения ломустина у больных 
с HER2+ РМЖ, осложненным церебральными метастазами.

Ключевые слова: ломустин, HER2, трансгенные мыши, рак молочной железы, противоопухолевый эффект
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Inhibitory effect of lomustine on the growth of spontaneous HER2-positive mammary tumors 
in transgenic mice

Valerii A. Alexandrov, Alexander N. Stukov, Yuliya G. Zmitrichenko, Olesya А. Belyaeva, Grigory V. Tochilnikov
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C o n t a c t s :  Valerii Anatolievich Alexandrov alexandrov.valeri@yandex.ru

Background. In patients with HER2-positive breast cancer (HER2+ BC), as a result of targeted anti-HER2 therapy, 
the remission period is significantly prolonged. However, resistance to therapy often develops, especially in relation 
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to brain metastases. In the search for effective additional drugs in combination therapy, it is advisable to study 
the antitumor effect of lomustine (CCNU) in HER2+ BC. Lomustine is not targeted, but is used to treat brain meta-
stases, because it is known as one of the standard remedies for glioblastomas.
Aim. Evaluate the inhibitory activity of lomustine on the growth of spontaneous HER2+ BC in female FVB / N mice.
Materials and methods. Transgenic mice HER2+ aged 5–6 months were used, from which seven pairs of animals 
were selected (for control and treatment with lomustine) with spontaneous mammary tumors of the same size in 
each pair. Lomustine was administered once at a dose of 50 mg / kg (orally by gavage) followed by a 30-day fol-
low-up. The criteria for evaluating the antitumor effect were ITG  % (inhibition of tumor growth), as well as TGI (tu-
mor growth index), calculated by the ratio of the area (S) under the kinetic curve of tumor growth in the group of 
animals treated with lomustine (S

E
) to control (S

C
). with such a comparison in the control, TGI will always be 100 %.

Results. During the observation period, the volume of ВС in the control (solvent administration) increased 8-fold, 
while in mice treated with lomustine, the tumors regressed significantly. ITG after treatment with lomustine was 
78–92 % (p = 0.007–0.0006, to control). The total mean S significantly differed by 5.6 times when comparing the 
control  and  lomustine  groups  and  TGI  in  mice  in  the  lomustine  group  was  18.8 %,  while  in  the  control  it  was 
100 % (p = 0,0006).
Conclusion. Lomustine exhibits a pronounced inhibitory effect on the growth of spontaneous HER2+ ВС in FVB / N 
transgenic mice. The results indicate the advisability of using lomustine in patients with HER2+ ВС complicated by 
cerebral metastases.

Keywords: lomustine, HER2, transgenic mice, breast cancer, antitumor effect
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Введение
Гиперэкспрессия HER2 (рецептора эпидермаль-

ного фактора роста человека 2-го типа, кодируемого 
геном ERBB2) определяется в 10–35 % случаев рака 
молочной железы (РМЖ) человека и ассоциируется 
с агрессивным течением заболевания, снижением 
чувствительности к химио- и гормонотерапии и в це-
лом неблагоприятным прогнозом [1]. Этот генетиче-
ский подтип РМЖ характеризуется высокой частотой 
метастазов в нервную систему – в среднем 20 %, но 
может достигать 30–55 % [2]. Для лечения HER2-поло-
жительного (HER2+) метастатического РМЖ в первую 
очередь применяют таргетные препараты, блокиру-
ющие рецепторы HER2 (трастузумаб, адо-трастузу-
маб эмтанзин, лапатиниб и др.) [3]. Патогенетическая 
анти-HER2-терапия позволяет увеличивать сроки 
ремиссии и выживаемость пациентов. Однако к такой 
терапии часто развивается резистентность, особенно 
в отношении метастазов в головной мозг. В связи 
с этим ведется поиск различных схем химиотерапии 
с применением известных противоопухолевых пре-
паратов: таксанов, антрациклинов, а также циспла-
тина, циклофосфамида, ломустина [4, 5]. Представ-
ляет интерес изучение активности препаратов этого 
ряда, в частности ломустина, с целью оценки целе-
сообразности его применения при HER2+ РМЖ. Вы-
бор основан на том, что ломустин является одним 
из эффективных препаратов в лечении глиобластомы 
[6] и также используется при выявлении метастазов 
в головной мозг, часто сопутствующих HER2+ РМЖ. 
Однако целесообразность применения ломустина 
при HER2+ РМЖ исследована недостаточно.

Цель исследования – оценить ингибирующую 
активность ломустина на рост спонтанного HER2+ 
РМЖ у самок мышей FVB / N.

Материалы и методы
Лабораторные животные. В работе использовали 

трансгенных самок мышей линии FVB / N, гомози-
готных по HER2 / neu, у которых к возрасту 12–14 мес 
в 100 % случаев развиваются спонтанные аденокар-
циномы молочной железы [7]. Эти трансгенные 
HER2 / neu-мыши первоначально получены из Центра 
передовых технологий исследований старения (Ан-
кона, Италия) и в течение нескольких лет содержат-
ся и размножаются в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. 
Н. Н. Петрова» (Санкт-Петербург, Россия). Мышей 
содержали по 5–7 особей в полипропиленовых клет-
ках при стандартном режиме свет / темнота (по 12 ч), 
при окружающей температуре 22 ± 2 °С. Животные 
получали стандартный лабораторный корм (ПК-120, 
ООО «Лабораторкорм», Москва, Россия) и водопро-
водную воду для питья ad libitum.

Препарат. В опытах использовали ломустин (со-
держимое капсул Ломустин медак, GmbH, Германия).

Дизайн исследования. В эксперименте использо-
вали мышей-самок линии FVB / N в возрасте 5–6 мес 
с HER2+ опухолями молочной железы (аденокарци-
номами) разного размера (объемы от 139 до 600 мм3). 
В проспективном исследовании отобрано 14 мышей 
со спонтанными опухолями. Животных разделили 
на 7 пар таким образом, чтобы каждая мышь, полу-
чавшая ломустин, соответствовала контрольной 
 мыши с аналогичным объемом опухоли. Ломустин 
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вводили перорально через зонд в дозе 50 мг / кг (в мак-
симально переносимой дозе) однократно в виде 2,5 % 
водной суспензии в крахмале, так как этот препарат 
нерастворим в воде. Контрольным мышам перораль-
но вводили 2,5 % крахмальную суспензию. За живот-
ными наблюдали в течение 30 дней, проводя ежеднев-
ный контроль их состояния, регулярное взвешивание 
и регистрацию объема опухолей после замеров. 
На 31-й день всех мышей подвергали вскрытию, 
а опухоли и другие ткани с макроскопически видимой 
патологией фиксировали в 10 % формалине и про-
водили их стандартную обработку для последующего 
гистологического изучения.

Критерии оценки противоопухолевого эффекта. 
Активность препарата оценивали традиционными 
методами путем регистрации изменения объема опу-
холей с последующим расчетом коэффициента тор-
можения роста опухолей (ТРО, %):

TРО  % = (V
К
 – V

Э
) / V

К
 × 100, 

где V
К
 – средний объем опухоли в контроле, мм3; 

V
Э
 – средний объем опухоли в экспериментальной 

группе (у мышей, получавших ломустин), мм3.
Кроме того, определяли площадь под кинетиче-

ской кривой роста опухоли, обозначая общую пло-
щадь как S, и рассчитывали индекс роста опухоли 
(ИРО) [8, 9]. ИРО выражает отношение S

Э
 в экспе-

риментальной группе мышей, получавших ломустин, 
по сравнению с контролем S

К
:

ИРО  % = S
Э
 / S

К
 × 100.

Для измерения кинетики роста опухоли исполь-
зовали метод трапеций [10]. ИРО является интеграль-
ным критерием действия препарата, позволяющим 
оценить не только степень противоопухолевой ак-
тивности, но и ее продолжительность [8]. Очевидно, 
что ИРО в контроле всегда будет равен 100 %, тогда 
как в экспериментальной группе при регрессии, ста-
билизации или замедлении роста опухоли этот индекс 
будет меньше 100 %, а при стимуляции роста опухо-
ли – больше 100 %.

Статистический анализ. Для статистической об-
работки результатов использовали программу Graph-
Pad Prism версии 8.0 (GraphPad Software, Inc., США). 
Суммарные данные в сравниваемых парах животных 
рассчитывали как среднее и стандартную ошибку сред-
него (SEM). Групповые различия оценивали с помо-
щью критерия Уилкоксона–Манна– Уитни. Различия 
считали статистически значимыми при р <0,05.

Результаты и обсуждение
Как можно видеть из данных таблицы, во всех 

парных группах у мышей, получавших ломустин, уже 

к 11-м суткам объем опухолей достоверно уменьшал-
ся по сравнению с исходным (начало лечения) – 
в среднем в 5,2 раза. В контроле наблюдали быстрый 
рост спонтанных опухолей: на 11-е сутки – в 2,6 раза, 
а к 31-м суткам их объем увеличился в 8 раз. ТРО 
в результате введения ломустина отмечали во все сро-
ки наблюдения (на 11, 21 и 31-е сутки). Показатель 
ТРО был достоверным, а его максимальное значение 
составило 92,3 % на 11-е сутки наблюдения.

Результаты оценки эффекта по площади под ки-
нетической кривой роста (S) и ИРО также свидетель-
ствовали о выраженном ингибирующем эффекте 
ломустина на рост спонтанного HER2+ РМЖ. Во всех 
7 парах S

Э
 у мышей, получивших ломустин, была 

меньше, чем у соответствующих контрольных живот-
ных: минимум в 2,4 раза и максимум – в 18,5 раза. 
Соответственно ИРО составлял от 5,3 до 41,0 % 
в сравнении со 100 % в контроле. Показатель сред-
него значения S

Э
 в группе с ломустином был в 5,6 раза 

ниже контроля, а ИРО составил 18,8 % (в контроле 
100 %; р = 0,0006).

Как известно, ломустин относится к соединени-
ям из группы нитрозомочевины с алкилирующим 
механизмом действия [11]. Ломустин – жирораство-
римое соединение, хорошо проникающее через ге-
матоэнцефалический барьер [12]. Как видно из пред-
ставленных результатов, ломустин обладает высоким 
ингибирующим воздействием на рост спонтанных 
HER2+ опухолей молочной железы у трансгенных 
мышей: ТРО составило от 92,3 до 77,8 % по сравне-
нию с контролем (р = 0,0006–0,007), а ИРО – 18,8 % 
(100 % в контроле; р = 0,0006). В экспериментах мы 
использовали схему подбора пар мышей с одинако-
выми объемами спонтанных опухолей (в группах 
контроля и с ломустином) и оценку эффекта при про-
спективном наблюдении. Такой подход в экспери-
ментах на животных аналогичен проведению рандо-
мизированного контролируемого клинического 
исследования с отбором пациентов по определенным 
критериям, например при определении эффектив-
ности исследуемого препарата.

В предыдущей публикации мы сообщали о тести-
ровании активности ломустина на трансгенных мы-
шах с HER2+ РМЖ, но с трансплантированным ва-
риантом после перевивок спонтанной опухоли. 
В этих экспериментах суспензию опухолевых клеток 
трансплантировали мышам FVB / N двумя способами: 
внутримышечно (в бедренную мышцу) и интракра-
ниально (в большое полушарие головного мозга). 
Ломустин при пероральном введении в дозе 50 мг / кг 
однократно ингибировал рост трансплантированно-
го внутримышечно HER2+ РМЖ: ТРО составило от 96 
до 52 % (р <0,0001), а ИРО не превышал 33 % (против 
100 % в контроле; р <0,001). Лечение ломустином 
после интракраниальной трансплантации опухолей 
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Влияние ломустина на рост спонтанных HER2-позитивных опухолей молочной железы у трансгенных мышей

The effect of lomustine on the growth of spontaneous HER2-positive breast tumors in transgenic mice

Групповые пары мышей 
Group pairs of mice

Объем опухолей, мм3 
Tumor volume, mm3

Дни от начала лечения 
Days from start of treatment

1-й* 
 1st*

11-й 
 11th

21-й  
 21st

31-й 
 31st

1

Контроль (n = 1) 
 Сontrol (n = 1)
Ломустин (n = 1) 
 Lomustine (n = 1)

139

126

309

0

538

0

1179

40

2

Контроль (n = 1) 
 Сontrol (n = 1)
Ломустин (n = 1) 
 Lomustine (n = 1)

600

600

600

6

1120

0

1152

75

3

Контроль (n = 1) 
 Сontrol (n = 1)
Ломустин (n = 1) 
 Lomustine (n = 1)

416

426

1210

271

1690

115

2228

322

4

Контроль (n = 1) 
 Сontrol (n = 1)
Ломустин (n = 1) 
 Lomustine (n = 1)

208

206

386

12

1173

276

3000

1566

5

Контроль (n = 1) 
 Сontrol (n = 1)
Ломустин (n = 1) 
 Lomustine (n = 1)

309

338

538

75

1179

432

3115

1460

6

Контроль (n = 1) 
 Сontrol (n = 1)
Ломустин (n = 1) 
 Lomustine (n = 1)

287

322

1208

6

2773

6

4081

320

7

Контроль (n = 1) 
 Сontrol (n = 1)
Ломустин (n = 1) 
 Lomustine (n = 1)

316

322

1577

75

2781

350

3464

454

Средний объем опухолей, мм3, торможение роста опухолей, % 
Tumor volume average, mm3, tumor growth inhibition, %

Контроль (n = 1) 
 Сontrol (n = 1)
Ломустин (n = 1) 
 Lomustine (n = 1)

325 ± 56

334 ± 58
100 %

р = 0,64

833 ± 186

64 ± 37
92,3 %

р = 0,0006

1608 ± 377

168 ± 69
89,5 %

р = 0,0006

2603 ± 426

605 ± 241
77,8 %

р = 0,007

*День введения крахмальной суспензии (контроль) и ломустина (50 мг/кг).
Примечание. р – достоверность к контролю. 
*The day of administration of a starch suspension (соntrol) and lomustine (50 mg/ kg). 
Note. p – reliability to control.

увеличивало медиану продолжительности жизни живот-
ных на 43 %, или до 30 дней, по сравнению с 21-м днем 
в контроле (р <0,001) [13], т. е. препарат ингибировал 
развитие мозговых трансплантатов HER2+ РМЖ. За-
метим, что внутричерепная трансплантация рассма-
тривается как один из методов моделирования про-
цесса метастазирования опухолей в головной мозг [14].

Интересные данные были получены F. Fisusi и со-
авт. [15], которые изучали активность ломустина 
и конъюгата ломустина с наночастицами (полимер 
МЕТ) в ортотопической модели с внутричерепной 
инъекцией клеток глиобластомы человека (U-87 MG) 
у иммунодефицитных голых мышей. Ломустин-MET, 
но не ломустин, был эффективен и значительно 
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увеличивал выживаемость мышей с опухолями. К со-
жалению, клеточная линия глиобластомы человека 
U-87 MG показала низкую экспрессию HER2 / neu 
[16, 17].

Имеются экспериментальные данные о противо-
опухолевом действии некоторых таргетных анти- 
HER2-препаратов, хотя достоверно сравнить их 
 активность с ломустином не представляется возмож-
ным. В частности, препарат muMAb 4D5, мышиный 
аналог трастузумаба, изучали на модели с внутриче-
репной трансплантацией мышиных трансгенных 
клеток РМЖ, экспрессирующих HER2 человека (кле-
точные линии Fo2–1282 или Fo5) [18]. Этот препарат, 
вводимый внутрибрюшинно 1 раз в неделю в течение 
3 нед в дозах 20 и 30 мг / кг антитела, значительно 
увеличивал выживаемость (в среднем более чем на  
50 дней). В аналогичных экспериментах трастузумаб 
эмтанзин (препарат T-DM1) также повышал выжи-
ваемость мышей с интракраниально трансплантиро-
ванными клетками HER2+ РМЖ [18].

В обзоре E. A. Fry и соавт. [19] приводятся данные 
о терапевтической активности некоторых других тар-
гетных препаратов у трансгенных мышей с HER2+ 
РМЖ. Кроме того, в настоящее время показано, 

что развитие спонтанного канцерогенеза у трансген-
ных мышей с HER2+ РМЖ могут ингибировать мно-
гие синтетические и природные вещества (ресвера-
трол, пептид эпиталона, метформин, мелатонин 
и пр.) с различным механизмом действия (антиокси-
дантным, противовоспалительным, иммуномодули-
рующим и др.) [19–23]. Результаты этих эксперимен-
тов относятся к химиопрофилактике рака [24]. 
Формально их нельзя сравнивать, поскольку химио-
терапия рака представляет собой ингибирующее дей-
ствие препаратов на рост уже развившихся опухолей 
в большинстве случаев как результат цитостатиче-
ского и цитотоксического действий на опухолевые 
клетки.

Заключение
Ломустин проявляет выраженное противоопухо-

левое действие на модели спонтанного HER2+ РМЖ 
у трансгенных мышей, хотя не является анти- 
HER2-таргетным препаратом. Полученные нами 
результаты свидетельствуют о целесообразности при-
менения ломустина у больных с HER2+ РМЖ как пре-
парата с возможным действием не только на цереб-
ральные метастазы, но и на первичную опухоль.
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Цитопатогенное действие нативного 
пневмолизина Streptococcus pneumoniae 
на клетки линии CHO-K1

Е. А. Курбатова, И. В. Яковлева, Н. Ф. Гаврилова, Е. С. Петухова, И. Б. Семенова, А. Е. Зайцев, Ю. В. Волох, 
А. Ю. Леонова, А. В. Поддубиков

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И. И. Мечникова»; Россия, 105064 Москва, 
Малый Казенный пер., 5А

К о н т а к т ы :  Екатерина Алексеевна Курбатова kurbatova6162@yandex.ru

Введение. Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae, пневмококк) – условно-патогенные бактерии, вызывающие 
воспалительные заболевания у человека. Одним из факторов вирулентности S. pneumoniae является пневмо-
лизин  (Ply)  –  холестеролзависимый  гемолитический  токсин,  который  при  взаимодействии  с  холестерином 
клеточных мембран эукариотов формирует поры и приводит к разрушению и гибели клеток.
Цель исследования – иммунохимическая характеристика Ply и оценка его цитотоксического действия в куль-
туре клеток яичника китайского хомячка CHO-K1.
Материалы и методы. Для получения Ply штамм S. pneumoniae серотипа 3 культивировали в сердечно-мозго-
вом бульоне, осаждали бактериальные клетки центрифугированием и подвергали ультразвуковой дезинтегра-
ции.  Наличие  Ply  в  полученном  препарате  подтверждали  с  помощью  иммуноблоттинга  с  моноклональными 
антителами к рекомбинантному Ply. Цитопатогенное действие Ply исследовали на культуре пролинзависимых 
эпителиоподобных клеток яичника китайского хомячка CHO-К1 в среде RPMI-1640. Гемолитическую активность 
Ply оценивали в реакции с эритроцитами мыши.
Результаты. Методом ультразвуковой дезинтеграции клеток штамма S. pneumoniae серотипа 3 с последующим 
осаждением сульфатом аммония получен белок, образующий на электрофорезе полосу, соответствующую мо-
лекулярной массе Ply (53 кДа). Полученный белок обладал способностью лизировать эритроциты мыши. Под-
линность Ply подтверждена в иммуноблоттинге с моноклональными антителами к рекомбинантному Ply. Ply 
оказывал цитопатогенное действие на клетки яичника китайского хомячка CHO-K1. Минимальная доза препа-
рата,  индуцирующая  токсическое  действие  на  клетки,  проявляющаяся  в  появлении  наряду  с  нормальными 
клетками округлых и мелких клеток, составляла 16,4 мкг / мл по белку. При увеличении концентрации до 65,6 
мкг / мл обнаруживали только мелкие круглые клетки. Дальнейшее увеличение концентрации приводило к пол-
ной деструкции клеток CHO-K1.
Заключение. Пневмолизин можно использовать для разработки новых лекарственных средств, предназначен-
ных для терапии пневмококковых инфекций.
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Background. Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae, pneumococci) is an opportunistic bacterium that causes inflam-
matory diseases in humans. One of the virulence factors of S. pneumoniae is pneumolysin (Ply), a cholesterol-dependent 
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hemolytic toxin that  interacts with cholesterol  in eukaryotic cell membranes,  forms pores and  leads to cell de-
struction and death.
Aim. Immunochemical characteristics of pneumolysin and evaluation of its cytotoxic effect in the culture of Chi-
nese hamster ovarian cells CHO-K1.
Materials and methods. To obtain Ply, the S. pneumoniae serotype 3 strain was cultivated in brain heart broth, 
bacterial cells were pelleted by centrifugation and subjected to ultrasonic disintegration. The presence of pneu-
molysin in the resulting preparation was confirmed by immunoblotting with monoclonal antibodies to recombi-
nant pneumolysin. The cytopathogenic effect of Ply was studied in a culture of proline-dependent epithelial-like 
Chinese hamster ovary cells CHO-K1 in RPMI-1640 medium. The hemolytic activity of Ply was assessed in a reac-
tion with mouse erythrocytes.
Results. Using ultrasonic disintegration of cells of the S. pneumoniae serotype 3 strain followed by precipitation 
with ammonium sulfate, a protein that formed a band on electrophoresis at a level corresponding to the molecular 
weight of Ply (53 kDa) was obtained. The protein possessed the ability to lyse mouse erythrocytes. The authentic-
ity of Ply was confirmed by  immunoblotting with monoclonal antibodies  to  recombinant pneumolysin. Ply had 
a cytopathogenic effect on Chinese hamster ovary CHO-K1 cells. The minimum dose of the protein that induced 
a toxic effect on cells, manifested in the appearance of round and small cells along with normal cells, was 16.4 μg / ml 
per protein. when the concentration was increased up to 65.6 μg / ml, only small round cells were detected. Further 
increase in concentration resulted in complete destruction of CHO-K1 cells.
Conclusion. Pneumolysin can be used to develop new drugs for the treatment of pneumococcal infections.

Keywords: Streptococcus pneumoniae, pneumolysin, immunoblotting, CHO-K1, cytopathogenic effect
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Введение
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae, пневмо-

кокк) – грамположительные бактерии, вызывающие 
у человека пневмонию, отит, менингит, сепсис и дру-
гие заболевания [1, 2]. Факторами патогенности пнев-
мококка являются капсульные полисахариды S. pneu-
moniae, на основе которых разработаны и применяют 
мультивалентные полисахаридные и конъюгирован-
ные пневмококковые вакцины [3]. Наряду с капсуль-
ными полисахаридами существенную роль в патоге-
незе пневмококковой инфекции играют белки S. 
pneumoniae, в частности пневмолизин (Ply) – гемо-
литический токсин пневмококка с М. м. 53 кДа, ко-
торый, взаимодействуя с холестеролом клеточных 
мембран эукариотов, формирует поры, приводя к раз-
рушению клеток [4–6].

В настоящее время идет активный поиск молекул, 
обладающих прямой или непрямой Ply-ингиби-
рующей активностью, и проводятся исследования 
по изучению механизмов ингибирования токсических 
свойств Ply [7]. Большое количество исследований 
посвящено получению и изучению свойств рекомби-
нантного Ply (rPly) [2, 8]. Рекомбинантные белки, 
синтезированные с помощью генно-инженерных 
технологий, являются аналогами нативных белков, 
однако могут отличаться от них иной конформаци-
онной структурой, склонностью к фрагментации 
под действием протеаз экспрессирующей системы, 
в также могут быть контаминированы эндотоксином 
вектора экспрессии, что требуют дополнительной 
очистки от примесей [9]. В связи с этим получение 

нативного Ply (nPly), обладающего естественной кон-
формационной структурой белка и присущей ему 
токсичностью, явилось необходимым условием для 
исследования его иммунохимических и цитотокси-
ческих свойств.

Цель исследования – иммунохимическая харак-
теристика Ply S. pneumoniae и его цитотоксическо-
го  действия на клетки яичника китайского хомячка 
CHO-K1.

Материалы и методы
Для получения Ply использовали штамм S. pneu-

moniae серотипа (центр коллективного пользования 
ФГБНУ «НИИВС им. И. И. Мечникова»). Штамм 
восстанавливали из лиофилизированного состояния 
в 1 % сахарном бульоне и через 6–8 ч культивирова-
ния пересевали на кровяной агар. После этого в те-
чение 16–18 ч культивировали в бульоне с сердеч-
но-мозговым экстрактом (HiMedia Laboratories Pvt. 
Limited, Индия) при температуре 37 °С в СО

2
-инку-

баторе (Sanyo, Япония) при 5 % концентрации СО
2
. 

Полученную бактериальную культуру S. pneumoniae 
осаждали центрифугированием (4000 об / мин в тече-
ние 30 мин). Осажденные клетки дважды отмывали 
0,9 % раствором натрия хлорида центрифугировани-
ем при 4000 об / мин в течение 30 мин. Затем прибав-
ляли 30 мл 0,9 % раствора натрия хлорида и разруша-
ли бактериальные клетки ультразвуком (10 периодов 
воздействия ультразвука по 30 с) на ультразвуковом 
дезинтеграторе UD-20 (Techpan, Польша). Акусти-
ческую обработку клеток проводили на льду для 
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предотвращения перегревания проб. Полученный 
дезинтеграт центрифугировали (7000 об / мин в тече-
ние 60 мин), затем отбирали надосадочную жидкость 
и добавляли к ней насыщенный раствор аммония 
сульфата

 
до 70 % насыщения. Суспензию оставляли при 

температуре 4 °С на ночь для образования осадка белка. 
Взвесь с осадком центрифугировали (5000 об / мин 
в течение 40 мин), получившийся осадок растворяли 
в 1,5 мл 0,15М фосфатного буфера (pH = 7,2). Полу-
ченный препарат диализовали против того же буфе-
ра, разливали на аликвоты и хранили при температу-
ре –20 оС или лиофильно высушивали, используя 
в качестве стабилизатора 5 % лактозу.

Концентрацию белка определяли на спектрофо-
тометре Genesis (Thermo Fisher Scientific, США) 
при длине волн 215 и 225 нм по следующей формуле:

[белок] мкг / мл = 144 (А
215 

– А
225

) × b,

где 144 – эмпирически вычисленный коэффициент, 
А – оптическая плотность, b – разведение пробы [10].

Содержание белка составило (4,2 ± 0,5) мг / мл.
Электрофоретическое разделение белков прово-

дили с помощью SDS-электрофореза в полиакрила-
мидном геле (ПААГ) [11] с использованием маркера 
молекулярных весов (Invitrogen, Thermo Fisher Sci-
entific). Гель окрашивали 0,25 % раствором Кумасси 
(AppliChem, Германия). Наличие Ply в препарате под-
тверждали с помощью иммуноблоттинга [12] с монокло-
нальными антителами к полноразмерному rPly [13].

Полученный образец обладал гемолитической 
активностью, что было доказано путем гемолиза 1 % су-
спензии эритроцитов мыши (n = 2). Мыши линии 
BALB / c получены из питомника ООО «СМК СТЕЗАР» 
(г. Владимир). Животных содержали в условиях ви-
вария в соответствии с межгосударственным стан-
дартом по содержанию и уходу за лабораторными 
животными. Дизайн исследования одобрен этиче-
ским комитетом ФГБНУ «НИИВС им. И. И. Мечни-
кова». Конечное разведение образца, вызывающее 
гемолиз эритроцитов, составило 1:512, что соответст-
вовало 8 мкг / мл белка.

Цитопатогенное действие Ply, входящего в состав 
полученного образца, исследовали на культуре про-
линзависимых эпителиоподобных клеток яичника 
китайского хомячка CHO-К1 в среде RPMI-1640 с до-
бавлением 10 % эмбриональной телячьей сыворотки 
и канамицина из расчета 200 ЕД на 1 мл среды. Расчет 
доз проводили по содержанию общего белка. В лун-
ки 96-луночного культурального микропланшета 
(Thermo Fisher Scientific, США) вносили по 100 мкл 
серийных двукратных разведений образца в дозах 
от 2100 до 1 мкг / мл среды культивирования. Затем 
прибавляли в каждую лунку по 104 клеток CHO-К1 
в 100 мкл культуральной среды. Планшеты культи-

вировали при температуре 37 °С в СО
2
-инкубаторе 

(Sanyo, Япония) при 5 % концентрации СО
2
. Подсчет 

клеток проводили с помощью инвертированного ми-
кроскопа (Leitz, Германия). Результаты реакции оце-
нивали через 24 и 48 ч. За 1 цитопатогенную единицу 
(ЦПЕ) принимали наименьшую концентрацию бел-
ка, индуцирующую полное разрушение клеток. В ка-
честве отрицательного контроля использовали се-
рийные двукратные разведения фосфатно-солевого 
буфера в RPMI-1640, в качестве положительного 
контроля – двукратные разведения очищенного ди-
фтерийного токсина (ФГБНУ «НИИВС им. И. И. Меч-
никова», г. Уфа) начиная с 0,125 Lf / мл. Микрофо-
тографии получали с помощью инвертированного 
микроскопа Leica DMi8 (Leica, Германия) с про-
граммным обеспечением LAS V 4.12 (объектив 10×, 
окуляр 10, увеличение 100). Размер изображения – 
1245 × 93,75 мкм. Исследование выполнено с исполь-
зованием научного оборудования центра коллектив-
ного пользования ФГБНУ «НИИВС им. И. И. Мечни- 
кова». Статистическую обработку данных проводили 
с помощью программы Statistica 10 методом Вилкок-
сона для зависимых выборок. Результат представля-
ли как M ± SD, где М – среднее значение, SD – стан-
дартное отклонение. Результат считали статистически 
значимым при p ≤0,05.

Результаты
При проведении электрофореза полученного об-

разца выявлена мажорная белковая полоса на уров-
не 52–55 кДа (рис. 1, а). Методом иммуноблоттинга 

Рис. 1. Электрофорез в полиакриламидном геле, окрашивание Кумас-
си R-250 (а); нитроцеллюлозная мембрана после иммуноблоттинга 
с моноклональными антителами к рекомбинантному пневмолизину 
(б): 1 – маркер молекулярной массы; 2 – исследуемый образец

Fig. 1. Polyacrylamide gel electrophoresis, Coomassie R-250 staining (a); 
nitrocellulose membrane after immunoblotting with monoclonal antibodies to 
recombinant pneumolysin (б): 1 – molecular weight marker; 2 – test sample
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с моноклональными антителами, специфичными 
к полноразмерному rPly, доказано соответствие вы-
явленной на уровне 53 кДа полосы nPly (рис. 1, б).

Цитопатогенное действие Ply оценивали на куль-
туре CHO-К1 по форме и размеру клеток, меняющих-
ся под действием токсина. Результат учитывали через 

Цитопатогенное действие нативного пневмолизина

Cytopathogenic effect of native pneumolysin

Бактериальный токсин 
Bacterial toxin

№
Доза, 

мкг / мл 
Dose, μg / mL

Количество клеток 
CHO-К1 с нормальной 

морфологией, % 
Number of CHO-K1 cells with 

normal morphology, %
Форма и размер клеток 

Shape and size of cells

24 ч 
24 h

48 ч 
48 h

Фосфатно-солевой буфер 
+ RPMI-1640 (контроль) 
Phosphate-buffered saline + 
RPMI-1640 (control) 

1 0 98,2 ± 0,9 97,5 ± 1,2 Веретенообразные, крупные 
Fusiform, large

Ply-содержащий 
препарат, мкг / мл 
Ply-containing drug, µg / mL

2 1,0 98,5 ± 0,5 98,2 ± 1,4 Веретенообразные, крупные 
Fusiform, large

3 2,0 97,0 ± 1,6 97,5 ± 0,8 Веретенообразные, крупные 
Fusiform, large

4 4,1 97,5 ± 0,5 98,5 ± 0,8 Веретенообразные, крупные 
Fusiform, large

5 8,2 97,2 ± 0,9 97,6 ± 1,3 Веретенообразные, крупные 
Fusiform, large

6 16,4 28,7 ± 2,9* 27,5 ± 2,6*
Веретенообразные, округлые (мало), мел-

кие круглые 
Fusiform, rounded (small number), small round

7 32,8 6,0 ± 2,6*, ** 4,3 ± 2,5*, **

Веретенообразные крупные (единичные 
в поле зрения), округлые (единичные 

в поле зрения), мелкие круглые (много) 
Fusiform large (single in the field of view), rounded 

(single in the field of view), small round (many) 

8 65,6

0 0

Мелкие круглые 
Small round

9 131,2 Мелкие круглые 
Small round

10 262,5 Мелкие круглые 
Small round

11 525 Мелкие круглые, фрагменты клеток 
Small round, fragments of cells

12 1050

Мелкие круглые (мало), клеточный детрит, 
оболочки клеток 

Small round (small amount), cellular detritus, cell 
membranes

13 2100

Мелкие круглые (мало), клеточный детрит, 
оболочки клеток 

Small round (small amount), cellular detritus, cell 
membranes

Дифтерийный токсин, Lf 
Diphtheria toxin, Lf

14 0,125–
0,00025

Полная гибель клеток через 48 ч 
Complete cell death in 48 h

*Достоверность различий между группами 1 (контроль) и 6, 7; **с группами 6 и 7, p <0,05. 
*Significance of differences between groups 1 (control) and 6, 7; **with groups 6 and 7, p <0.05.
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24 и 48 ч. В качестве референс-препарата исполь-
зовали очищенный дифтерийный токсин (см. таб-
лицу).

Независимо от срока исследования в концентра-
циях от 1,0 до 8,2 мкг / мл (в расчете на общий белок) 
Ply не оказывал токсического действия на клетки 
CHO-К1. Клетки сохраняли присущую им веретено-
образную форму, как и в контроле (рис. 2, а, б). Через 
24 ч инкубации после внесения в клеточную культу-
ру Ply в концентрации 16,4 мкг / мл наряду с верете-
нообразными клетками появлялись большие округ-
лившиеся клетки, характерные для некроптоза, 
тогда как число нормальных клеток резко снижалось 
по сравнению с контролем (рис. 2, в). При внесении 
в культуру клеток 65,6 и 131,2 мкг / мл Ply обнаружи-
вали только мелкие круглые клетки (рис. 2, г). Даль-
нейшее увеличение концентрации от 525 до 2100 
мкг / мл приводило к уменьшению количества мелких 
круглых клеток, их деструкции, появлению клеточ-
ного детрита и апоптотических телец, представляю-
щих собой фрагменты клетки, ограниченные плаз-

матической мембраной (рис. 2, д, е). Апоптотические 
тельца появлялись вследствие апоптоза клеток; 1 
ЦПЕ составила 65,6 мкг / мл. Различий между резуль-
татами, полученными через 24 и 48 ч, не выявлено. 
Цитопатогенное действие дифтерийного токсина 
на клетки CHO-К1 учитывали через 48 ч; 1 ЦПЕ со-
ставляла 0,00025 Lf / мл.

Заключение
Показано, что nPly с М. м. 53 кДа взаимодейство-

вал с моноклональными антителами к полноразмер-
ному rPly и оказывал цитопатогенное действие на 
клетки CHO-К1. Ply вызывал гибель клеток CHO-К1 
путем некроптоза, заключающегося в набухании 
клетки, ее округлении и увеличении проницаемости 
плазматической мембраны, приводящей к высвобо-
ждению ее содержимого во внеклеточное простран-
ство, пироптоза, проявляющегося в нарушении це-
лостности цитоплазматической мембраны и быстрым 
высвобождении в окружающую среду содержимого 
клетки с резким уменьшением ее размеров, а также 

Рис. 2. Эффект действия пневмолизина на клетки CHO-К1 через 24 ч. Микрофотография лунок планшета: а – фосфатно-солевой буфер 
(контроль – нормальные веретенообразные клетки); б – 1 мкг / мл (нормальные веретенообразные клетки); в – 16,4 мкг / мл (большие округлые 
клетки – некроптоз); г – 65,6 мкг / мл (мелкие круглые клетки – пироптоз); д – 1050 мкг / мл (клеточный детрит – верхняя стрелка и апоп-
тотические тельца – нижняя стрелка); е – увеличенный фрагмент изображения рис. д с апоптотическими тельцами (×100, объектив 10×, 
окуляр 10). Стрелками указаны фрагменты изображения, описанные в тексте

Fig. 2. Effect of pneumolysin on CHO-K1 cells, 24 h. Microphotography of the wells of the plate: a – phosphate-buffered saline (control – normal fusiform 
cells); б – 1 µg / mL (normal fusiform cells); в – 16.4 µg / mL (large rounded cells – necroptosis); г – 65.6 µg / mL (small round cells – pyroptosis); д –1050 
µg / mL (cellular detritus – upper arrow and apoptotic corpuscles); е – an enhanced fragment of the image of fig. д with apoptotic corpuscles (×100,  
lens 10×, eyepiece 10). The arrows indicate the fragments of the image described in the text

а

д е

б в

г



56 Оригинальные статьи | Original reports

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  1'2024  ТОм 23    vol. 23

1. Andre G.O., Converso T.R., Politano W.R. et al. Role 
of Streptococcus pneumoniae proteins in evasion of complement-
mediated immunity. Front Microbiol 2017;8:224. 
DOI: 10.3389/fmicb.2017.00224

2. Briles D.E., Paton J.C., Mukerji R. et al. Pneumococcal vaccines. 
Microbiol Spectr 2019;7(6). 
DOI: 10.1128/microbiolspec.GPP3-0028-2018

3. Croucher N.J., Løchen A., Bentley S.D. Pneumococcal vaccines: 
Host interactions, population dynamics, and design principles. 
Annu Rev Microbiol 2018;72:521–49. 
DOI: 10.1146/annurev-micro-090817-062338

4. Gonzalez-Juarbe N., Bradley K.M., Riegler A.N. et al. Bacterial 
pore-forming toxins promote the activation of caspases in parallel 
to necroptosis to enhance alarmin release and inflammation 
during pneumonia. Sci Rep 2018;8(1):5846. 
DOI: 10.1038/s41598-018-24210-8

5. Nishimoto A.T., Rosch J.W., Tuomanen E.I. Pneumolysin: 
Pathogenesis and therapeutic target. Front Microbiol 
2020;11:1543. DOI: 10.3389/fmicb.2020.01543

6. Pereira J.M., Xu S., Leong J.M., Sousa S. The yin and yang 
of pneumolysin during pneumococcal infection. Front Immunol 
2022;13:878244. DOI: 10.3389/fimmu.2022.878244 

7. Cima Cabal M.D., Molina F., López-Sánchez J.I. et al. 
Pneumolysin as a target for new therapies against pneumococcal 
infections: A systematic review. PLoS One 2023;18(3):e0282970. 
DOI: 10.1371/journal.pone.0282970

8. Wu J., Wu K., Xu W. et al. Engineering detoxified pneumococcal 
pneumolysin derivative ΔA146PLY for self-biomineralization 
of calcium phosphate: Assessment of their protective efficacy 
in murine infection models. Biomaterials 2018;155:152–64. 
DOI: 10.1016/j.biomaterials.2017.11.018

9. Rosano G.L., Ceccarelli E.A. Recombinant protein expression 
in Escherichia coli: Advances and challenges. Front Microbiol 
2014;5:172. DOI: 10.3389/fmicb.2014.00172

10. Segel I.H. Biochemical calculations: How to solve mathematical 
problems in general biochemistry. New-York, London, Sydney, 
Toronto: John Wiley & Sons Inc., 1976. 441 p.

11. Laemmli U.K. Cleavage of structural proteins during the 
assembly of the head of bacteriophage T4. Nature 
1970;227(5259):680–5. DOI: 10.1038/227680a0

12. Burnette W.N. “Western blotting”: electrophoretic transfer 
of proteins from sodium dodecyl sulfate – polyacrylamide gels 
to unmodified nitrocellulose and radiographic detection with 
antibody and radioiodinated protein A. Anal Biochem 
1981;112(2):195–203. DOI: 10.1016/0003-2697(81)90281-5

13. Vorobyev D.S., Sidorov A.V., Kaloshin A.A. et al. Preparation 
a recombinant form of pneumolysin protein from Streptococcus 
pneumoniae. Bull Exp Biol Med 2023;174(6):749–53. 
DOI: 10.1007/s10517-023-05785-3

14. Ketelut-Carneiro N., Fitzgerald K.A. Apoptosis, pyroptosis,  
and necroptosis-Oh My! The many ways a cell can die. J Mol Biol 
2022; 434(4):167378. DOI: 10.1016/j.jmb.2021.167378 

Л И Т Е Р А Т У Р А  /  R E F E R E N C E S

апоптоза с образованием апоптотических телец и раз-
рушения клеток.

Последние исследования показали, что тремя ос-
новными типами запрограммированной гибели клеток 
являются апо-, пиро- и некроптоз, в процессе каждо-
го из которых задействованы сложные молекулярные 
и клеточные механизмы [14]. В проведенном нами 
исследовании выраженность проявления того или ино-
го пути гибели клеток зависела от дозы Ply. Через сут-
ки после прибавления nPly к культуре клеток, меньшие 
его дозы вызывали некроптоз, увеличение дозы при-
водило к пироптозу, а самые большие дозы вызывали 
полное разрушение клеток путем апоптоза.

Обладающий цитотоксической активностью 
Ply S. pneumoniae может быть использован для про-

ведения дальнейших исследований по разработке 
методов снижения его токсичности с помощью 
различных молекул, в том числе моноклональных 
антител. Детоксицированный Ply целесообразно 
исследовать в экспериментах на животных для 
оценки его способности индуцировать образование 
антител и вызывать внутривидовую перекрестную 
защиту от заражения различными серотипами пнев-
мококка.
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при финансовой поддержке проекта Российской Фе-
дерацией в лице Минобрнауки России, cоглашение 
№ 075-15-2021-676 от 28.07.2021.
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Влияние твердых дисперсий 
с поливинилпирролидоном на растворимость 
ГМЛ-3

В. Б. Маркеев, С. В. Тишков, Е. В. Блынская, К. В. Алексеев

ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических 
технологий»; Россия, 125315 Москва, Балтийская ул., 8

К о н т а к т ы :  Владимир Борисович Маркеев arzilion@yandex.ru

Введение. ГМЛ-3 обладает одновременно анксиолитическим и антидепрессивным эффектом. Однако, как и при-
мерно 70 % разрабатываемых в качестве активных фармацевтических субстанций (АфС), ГМЛ-3 практически 
нерастворим в воде, что может негативно сказываться на его биодоступности. Создание твердых дисперсий 
(ТД) путем кристаллизации с эвтектикой или переводом АфС в аморфное состояние является одним из перспек-
тивных методов, позволяющих добиться высокой растворимости и скорости растворения АфС.
Цель исследования – изучение кристалличности и стабильности аморфных твердых дисперсий ГМЛ-3 с поли-
винилпирролидоном (ПВП), а также высвобождения ГМЛ-3 из ТД в тесте «Растворение». В качестве объектов 
исследования выступали АфС ГМЛ-3, ПВП и ТД ГМЛ-3.
Материалы и методы. ТД создавали методом удаления растворителя с использованием этанола (ГМЛ-3 рас-
творим в этаноле при соотношении 1:7) и ПВП с молекулярной массой 24–27 кДа. Кристалличность и стабиль-
ность АфС ГМЛ-3 в ТД исследовали методами дифференциально-сканирующей калориметрии и рентгенофазо-
вого анализа. Уровень высвобождения АфС ГМЛ-3 из ТД оценивали спектрофотометрически при λ = 256 нм.
Результаты. В ТД (1:5, 1:10) происходило образование очагов кристаллизации, ведущих к повторной кристал-
лизации АфС ГМЛ-3 во время процесса отгонки растворителя (для концентрации 1:5) или быстрой потери го-
могенности ввиду образования зон повышенного содержания полимера и АфС (для концентрации 1:10). В со-
отношениях 1:15,20 ТД обладали высокой стабильностью (после выдерживания в течение 146,5 ч при 55 °С) 
и высоким уровнем высвобождения АфС ГМЛ-3 в среду воды очищенной (96 %).
Заключение. Стабильные аморфные ТД ГМЛ-3 при соотношениях АфС: полимер = 1:15,20 обеспечивают высо-
кий уровень высвобождения ГМЛ-3 в среду воды очищенной, что позволяет сделать вывод о перспективности 
использования ТД ГМЛ-3 при разработке лекарственных форм (таблеток и капсул).

Ключевые слова: твердая дисперсия, растворимость, ГМЛ-3, поливинилпирролидон, кристалличность

Для цитирования: Маркеев В. Б., Тишков С. В., Блынская Е. В., Алексеев К. В. Влияние твердых дисперсий с по-
ливинилпирролидоном на растворимость ГМЛ-3. Российский биотерапевтический журнал 2024;23(1):58–65. 
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Effect of solid dispersions with polyvinylpyrrolidone on the solubility of GML-3

Vladimir B. Markeev, Sergey V. Tishkov, Evgenia V. Blynskaya, Konstantin V. Alekseev 

Federal Research Center for Innovator and Emerging Biomedical and Pharmaceutical Technologies; 8 Baltiyskaya St., Moscow 
125315, Russia

C o n t a c t s :  Vladimir Borisovich Markeev arzilion@yandex.ru

Background. GML-3 has both anxiolytic and antidepressant effects. However, like about 70 % of аctive pharma-
ceutical ingredient (API) being developed, GML-3 is practically insoluble in water, which can negatively affect bio-
availability. The creation of solid dispersions (SD) by crystallization with eutectic or the transfer of API to an amor-
phous state is one of the promising methods that allows to achieve high solubility and dissolution rate of API.
Aim. To study the crystallinity and stability of amorphous solid dispersions of GML-3 with polyvinylpyrrolidone 
(PVP), as well as the release of GML-3 from SD in the Dissolution test. The objects of the study were API GML-3, PVP 
and SD GML-3.
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Materials and methods. SD was created by the method of “solvent removal” using ethanol (GML-3 is soluble in 
ethanol at a ratio of 1:7) and PVP with a molecular weight of 24–27 kDa. The crystallinity and stability of GML-3 
API in SD were studied by differential scanning calorimetry and X-ray phase analysis. The level of release of API 
GML-3 from SD was evaluated spectrophotometrically at λ = 256 nm.
Results. In SD (1:5, 1:10), crystallization foci were formed, leading to the re-crystallization of API GML-3 during 
the solvent distillation process (for a concentration of 1:5) or a rapid loss of homogeneity due to the formation of 
zones of increased polymer content and API (for a concentration of 1:10). In ratios of 1:15.20, SD had high stabil-
ity (after holding for 146.5 hours at 55 °C) and a high level of release of GML-3 API into purified water (96 %).
Conclusion. Stable amorphous TD GML-3 at API: polymer ratios = 1:15.20 provide a high level of release of GML-3 
into purified water, which allows us to conclude that the use of TD GML-3 is promising in the development of dosage 
forms (tablets and capsules).

Keywords: solid dispersion, solubility, GML-3, polyvinylpyrrolidone, crystallinity
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Введение
Оригинальная молекула N-бутил-N-метил-1-фе-

нил пирроло[1,2-а]пиразин-3-карбоксамид (ГМЛ-3), 
синтезированная в ФГБНУ «НИИ фармакологии 
им. В. В. Закусова», обладает высоким сродством  
(K

i
 = 5,3·10–7 М) с митохондриальным транслокатор-

ным белком 18 кДа [1, 2]. ГМЛ-3 проявляет выражен-
ную антидепрессивную и анксиолитическую актив-
ность при тестировании на животных, однако его 
гидрофобность и кристалличность являются пробле-
мами при разработке лекарственной формы для 
 перорального применения [3]. Приблизительно 
70 % новых разрабатываемых в качестве активных 
фармацевтических субстанций (АФС) молекул плохо 
растворимы в воде, что может негативно сказываться 
на их биодоступности [4, 5]. Создание твердых дис-
персий (ТД) путем кристаллизации с эвтектикой или 
переводом АФС в аморфное состояние является одним 
из перспективных методов, позволяющих добиться 
высокой растворимости и скорости растворения АФС 
[6, 7]. Твердые дисперсии, в которых АФС полностью 
находится в аморфном состоянии, могут быть более 
стабильными во время хранения, а полное прекраще-
ние повторной кристаллизации позволяет добиться 
воспроизводимости результатов, большей скорости 
растворения АФС и снижения риска повторной кри-
сталлизации в растворе с выпадением в осадок.

Цель исследования – изучение кристалличности 
и стабильности аморфных ТД ГМЛ-3 с поливинил-
пирролидоном (ПВП), а также высвобождения ГМЛ-3 
из ТД в тесте «Растворение».

Растворимость ГМЛ-3 в воде составляет 1 к более 
чем 10 000, что согласно Фармакопее Евразийского 
экономического союза (Фармакопее ЕAЭС) относит 
данное вещество к практически нерастворимым. По-
скольку предполагается, что ГМЛ-3 будет использо-
ван при создании твердой лекарственной формы 
(таблетки, капсулы), для получения ТД выбран часто 

используемый в качестве связующего в технологии 
влажного гранулирования повидон (ПВП) с молеку-
лярной массой 24–27 кДа, выпускаемый под торго-
вым названием Kollidon® 25 (BASF, Германия). Кри-
сталличность полученных образцов исследовали 
методом дифференциально-сканирующей кало-
риметрии (ДСК) и рентгеновской порошковой ди-
фрактометрии. Степень высвобождения ГМЛ-3 из ТД 
оценивали в тесте «Растворение в среде воды очи-
щенной». Все ТД сравнивали с исходной ГМЛ-3 и ме-
ханической смесью ГМЛ-3 и ПВП.

Материалы и методы
Объект исследования – N-бутил-N-метил-1-фе-

нилпирроло[1,2-a]пиразин-3-карбоксамид (ГМЛ-3).
При разработке ТД использовали ПВП [Kolli-

don® 25, BASF, Германия (USP / NF, EP, JP)] и эта-
нол 96 %.

Технология приготовления твердых дисперсий. Ис-
ходя из высокой температуры плавления ПВП (при-
мерно 159 oC) по сравнению с ГМЛ-3 (приблизитель-
но 88 oC) и хорошей растворимости ГМЛ-3 в этаноле 
(1:7) в качестве технологии получения ТД выбрали 
метод удаления растворителя. ГМЛ-3 и Kollidon® 25 

Рис. 1. Структурная формула ГМЛ-3

Fig. 1. Structural formula of GML-3
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совместно растворяют в 96 % этиловом спирте с по-
следующим удалением этанола при температуре 
55–57 οC в течение 6–8 ч.

Технология получения механической смеси. Смеси 
ГМЛ-3 и ПВП готовили совместным измельчением 
в агатовой ступке в течение 10 мин в тех же пропор-
циях, что и при изготовлении ТД.

Изучение фазовых переходов ГМЛ-3 и твердых 
дисперсий ГМЛ-3 с поливинилпирролидоном методом 
дифференциально-сканирующей калориметрии. Изме-
рение образцов методом ДСК проводили с исполь-
зованием дифференциально-сканирующего кало-
риметра Netzsch STA 449 F1 (Netzsch, Германия), 
совмещенного с термогравиметрией QMS 403 C. Из-
мерения проводили согласно требованиям общей 
статьи Фармакопеи ЕAЭС 2.1.2.46. Термический ана-
лиз (201020046-2022). Приблизительно 5 мг образца 
взвешивали и запечатывали в алюминиевую емкость 
с отверстием в крышке. Образцы нагревали до тем-
пературы 160 °C со скоростью нагрева 5 °C / мин. В ка-
честве продувочного газа использовали воздух.

Измерение методом рентгенофазового анализа кри-
сталлической структуры ГМЛ-3 и твердых дисперсий 
ГМЛ-3 с поливинилпирролидоном. Спектры рентге-
нофазового анализа регистрировали с помощью на-
стольного рентгеновского дифрактометра MiniFlex 
600 Rigaku (Rigaku Corporation, Япония) согласно 
общей статье Фармакопеи ЕАЭС 2.1.10.5. «Опреде-
ление кристалличности твердых веществ методом 
рентгеновской порошковой дифрактометрии». Из-
мерения проводили на базе ЦКП ФНИЦ «Кристал-
лография и фотоника» РАН излучением Cu Ka при 
40 кВ и 40 мА в диапазоне 2–60° со скоростью скани-
рования 4° / мин и размером шага 0,02°.

Испытание на растворение. Проводили согласно 
требованиям общей статьи Фармакопеи ЕАЭС 2.1.9.3 
«Испытание на растворение твердых дозированных 
лекарственных форм». Среда растворения – 900 мл 
воды очищенной; устройство – лопастная мешалка, 
скорость вращения лопастей – 50 об / мин; темпера-
тура среды растворения – 37,0 ± 0,5 °C; время отбора 
проб – на 1, 3, 5, 10, 15, 30, 45 и 60 мин. После каж-
дого отбора проб проводили пополнение среды (10 мл). 
Оптическую плотность определяли спектрофотоме-
трически при длине волны 256±2 нм.

Испытания стабильности твердых дисперсий ГМЛ-
3 с поливинилпирролидоном (1:15) методом ускоренно-
го старения. Образцы хранили в закрытых емкостях 
при температуре 55 ± 0,5 °C в течение 46 и 138,5 ч, 
что соответствует примерно 1 и 3 мес хранения 
при комнатной температуре.

Результаты и обсуждение
Исследование кристалличности методами рентге-

нофазового анализа и дифференциально-сканирующей 

калориметрии. Согласно проведенному исследованию 
ГМЛ-3 в твердом состоянии представляет собой кри-
сталлы, которые начинают плавиться при темпера-
туре 88,48 °C с эндотермическим пиком 94,01 °C и вы-
делением 85,54 мВт / мг энергии. Для ГМЛ-3 также 
характерны пики дифрактограммы при 5,7; 7,5; 12,1; 
17,9; 21,1 и 22,7 °С (рис. 2).

При механическом смешивании ГМЛ-3 с ПВП 
в соотношении 1:10 на дифрактограмме сохранились 
все пики высокой интенсивности, свойственные 
для ГМЛ-3, а снижение их интенсивности происхо-
дит за счет измельчения кристаллов и аморфного 
гало, создаваемого полимером (рис. 3). При создании 
ТД ГМЛ-3 в соотношении 1:5 кристалличность тоже 
наблюдается, но она менее выраженная, так как в ре-
зультате сушки раствора, полученного при совмест-
ном растворении ГМЛ-3 и Kollidon® 25 в этаноле, 
происходит повторная кристаллизация ГМЛ-3 (рис. 4). 

Рис. 2. Термограмма ГМЛ-3

Fig. 2. Thermogram of GML-3
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Fig. 3. X-ray phase analysis data for mechanical mixture of GML-3 with 
poly vinylpyrrolidone (PVP)
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Другими словами, внутри образца присутствуют зоны 
с кристаллическим ГМЛ-3. На основании этого мож-
но сделать вывод о том, что при соотношении ГМЛ-
3 и ПВП 1:5 ГМЛ-3 находится в кристаллическом 
состоянии, поскольку ПВП в такой пропорции 
не способен ингибировать кристаллизацию в про-
цессе сушки ТД, а при соотношениях 1:10 и более 
ГМЛ-3 переходит в полностью аморфное состояние 
(рис. 5).

При соотношении ГМЛ-3 и ПВП 1:15 наблюдали 
выраженное увеличение интенсивности 2-го гало, 
свойственного для полимера (для ПВП 2-е и 1-е га-
ло – одинаковой интенсивности), что может свиде-
тельствовать о слабом взаимодействии ГМЛ-3 и ПВП 
внутри ТД.

При многократном повторении эксперимента 
картина с изменением 2-го гало сохранилась, более 
того, наблюдали увеличение интенсивности и для со-
отношения компонентов 1:10. К тому же именно 
при таком соотношении при повторном измерении 
через 3 мес 2-е гало опускалось до свойственных 
для ПВП значений, что может свидетельствовать 
о нестабильности такой ТД.

Учитывая это обстоятельство, помимо обычного 
исследования образцов на ДСК, провели их изучение 
после ускоренного старения (при температуре хра-
нения выше комнатной на 30 °С, в закрытом сосуде 
в течение 46 и 138,5 ч). Результаты представлены 
на рис. 6–8.

Непосредственно после сушки все образцы 
во всех исследуемых концентрациях не проявляли 
свойственной для кристаллов ГМЛ-3 температуры 
плавления.

После ускоренного старения ТД ГМЛ-3 (1:5) бы-
стро приобрел кристалличность (рис. 6, в). Основы-
ваясь на теории Флори, можно предположить, что эн-
дотермические процессы в ТД будут смещены 
(по температуре) в сторону меньших значений, т. е. 
от 94,01 °C в пике. Отсутствие характерного для плав-
ления пика ГМЛ-3 обусловлено образованием ТД. 
Полученная ТД ведет себя на ДСК как стеклообраз-
ное вещество без признаков остаточной кристаллич-
ности. После термостатирования при температуре 55 °C 
в течение 46 ч произошло смещение температуры 
начала стеклования с 35,64 до 54,95 °C, что косвенно 
может свидетельствовать о появлении зон с повышен-
ной концентрацией ПВП и ГМЛ-3 в ТД (рис. 6, б). 
После хранения 138,5 ч при температуре 55 °C на ДСК 
отчетливо наблюдается пик кристаллизации, что го-
ворит об образовании молекулами ГМЛ-3 кристал-
лической решетки внутри ТД.

При соотношении 1:10 через 46 ч также произо-
шло изменение температуры начала стеклования, 
однако термограмма лишена любых эндотермических 
скачков, свидетельствующих о плавлении, что дает 
основание говорить о стабильности ТД (рис. 7). Од-
нако через 138,5 ч ТД перестала быть гомогенной, 
что свидетельствует об исчезновении эвтектики. Дан-
ный эффект является промежуточным перед полным 
возвращением ГМЛ-3 в кристаллическое состояние. 
При соотношении 1:15 ГМЛ-3 сохранял аморфность 
и проявлял достаточную стабильность (рис. 8). Таким 
образом, при соотношениях ГМЛ-3 и ПВП 1:5 и 1:10 
достаточно быстро образуются очаги кристаллизации 
ГМЛ-3 или зоны повышенного содержания АФС, 
что позднее приводит к постепенному восстановле-
нию кристаллической структуры ГМЛ-3. При увели-
чении содержания ПВП в ТД (до 1:15 и более) нача-
ло процессов, предшествующих кристаллизации АФС, 
не обнаружено в течение 138,5 ч ускоренного старения. 

Рис. 5. Данные рентгенофазового анализа для ГМЛ-3, ПВП и ТД 
различной концентрации

Fig. 5. X-ray phase analysis data for GML-3, PVP, SD GML-3 with PVP 
at various concentrations
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Рис. 6. Термограмма ТД ГМЛ-3 при соотношении с ГМЛ-3: полимер = 1:5 
после сушки (а), через 46 (б) и 138,5 (в) ч ускоренного старения

Fig. 6. Thermogram TD GML-3 when correlated with GML-3: polymer = 1:5 
after drying (а), after 46 (б) and 138.5 (в) hours of accelerated aging
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Таким образом, можно говорить о стабильности по-
лученных ТД с ПВП только при соотношении 1:15 
и более.

Оценку уровня высвобождения АФС ГМЛ-3 прово-
дили на спектрофотометре при длине волны λ = 256 нм. 
Согласно тесту «Растворение», проведенному с ТД, 
наблюдается рост уровня и скорости высвобождения 

Рис. 7. Термограмма ТД ГМЛ-3 при соотношении с ГМЛ-3: полимер 
1:10 после сушки (а), через 46 (б) и 138,5 (в) ч ускоренного старения

Fig. 7. Thermogram TD GML-3 when correlated with GML-3: polymer = 
1:10 after drying (а), after 46 (б) and 138.5 (в) hours of accelerated aging

для ТД с ПВП по сравнению с ГМЛ-3 и механической 
смесью полимера с ГМЛ-3, начиная от концентрации 
1:5 (рис. 9). Так, для соотношений АФС с ПВП 1:5 
и 1:10 общее количество высвободившегося за 60 мин 
ГМЛ-3 составляло 68 и 77 % соответственно при срав-
нимой скорости высвобождения. При увеличении 
концентрации ПВП наблюдается рост высвобождения 

Начало: 38,84 °C / Onset: 38.84 °C
Конец: 45,57 °C / Endset: 45.57 °C
Перенос: –0,47 мВт / Transition: –0.47 mW
–0,04 мВт/мг / –0.04 mWh/mg
Средняя точка: 42,92 °C / Mid point: 42.92 °C

Начало: 79,29 °C / Onset: 79.29 °C
Конец: 99,89 °C / Endset: 99.89 °C
Перенос: – 0,33 мВт / Transition: – 0.33 mW
– 0,02 мВт / мг / –0.02 mWh / mg
Средняя точка: 87,98 °C / Mid point: 87.98 °C

Начало: 93,69 °C / Onset: 93.69 °C
Конец: 103,22 °C / Endset: 103.22 °C
Перенос: –0,09 мВт / Transition: –0.09 mW
–0,01 мВт/мг / –0.01 mWh / mg
Средняя точка: 98,67 °C / Mid point: 98.67 °C

аа

бб

вв

Начало: 96,66 °C / Onset: 96.66 °C
Конец: 112,35 °C / Endset: 112.35 °C
Перенос: –0,13 мВт / Transition: –0.13 mW
–0,01 мВт / мг / –0.01 mWh / mg
Средняя точка: 100,78 °C / Mid point: 100.78 °C
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Начало: 49,77 °C  /  Onset: 49.77 °C
Конец: 55,45 °C  /  Endset: 55.45 °C
Перенос: –0,56 мВт  / Transition: –0.56 mW
–0,03 мВт / мг  /  –0.03 mWh / mg
Средняя точка: 54,07 °C  / Mid point: 54.07 °C
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Рис. 8. Термограмма ТД ГМЛ-3 при соотношении с ГМЛ-3: поли мер = 1:15 после сушки (а), через 46 (б) и 138,5 (в) ч ускоренного старения

Fig. 8. Thermogram TD GML-3 when correlated with GML-3: polymer = 1:15 after drying (а), after 46 (б) and 138.5 (в) hours of accelerated aging

Рис. 9. Кинетика высвобождения активной фармацевтической субстанции (АФС) ГМЛ-3 из ТД в сравнении с АФС ГМЛ-3 и ее механической 
смесью с ПВП

Fig. 9. Kinetics of аctive pharmaceutical ingredient (API) GML-3 release from SD in comparison with API GML-3 and its mechanical mixture with PVP
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со снижением скорости растворения. Для ТД (1:15) 
за 15 мин высвободилось 90 % ГМЛ-3, достигнув 
значения 96 % за 45 мин. Дополнительно исследо-
ванный образец с бóльшим содержанием ПВП (1:20) 
не продемонстрировал увеличения общего уровня 
высвобождения, однако заметно снизилась скорость 
растворения ГМЛ-3. При повторении опыта с теми же 
образцами через 12 мес для ПВП наблюдали некоторое 
снижение уровня высвобождения для 1:5 и 1:10 (на 25–
30 %), что указывает на нестабильность ТД в данных 
концентрациях, как ранее было продемонстрировано 
методом ДСК (при ускоренном старении).

Стóит отметить, что высокий уровень высвобо-
ждения ГМЛ-3 из ТД говорит о его перспективности 
как основы для создания пероральной лекарственной 
формы (таблеток, капсул), однако технология полу-
чения таблеток ГМЛ-3 на основе ТД ГМЛ-3 – ПВП 
требует дополнительных исследований.

Заключение
Согласно проведенному исследованию, ТД ГМЛ-3 

в соотношении 1:15 к полимеру (ПВП) обладают наи-
большей стабильностью (после хранения 138,5 ч при 
температуре 55 °С), сохраняя аморфность ГМЛ-3. 
Снижение концентрации полимера приводит к об-
разованию очагов кристаллизации в течение време-
ни ведущих к повторной кристаллизации ГМЛ-3 
во время процесса отгонки растворителя (для кон-
центрации 1:5) или быстрой потери гомогенности 
ввиду образования зон повышенного содержания 
полимера и АФС (для концентрации 1:10). Стабиль-
ные формы ТД (1:15,20) по причине своей аморф-
ности обеспечивают высокий уровень высвобожде-
ния ГМЛ-3 в среду воды очищенной (96 %), что 
позволяет сделать вывод о перспективности исполь-
зования ТД ГМЛ-3 при разработке лекарственных 
форм (таб леток и капсул).
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Тест «Растворение» для контроля качества 
таблеток аналога соматостатина, 
нерастворимого в воде

Е. В. Игнатьева1, М. Н. Краева1, И. В. Ярцева1, Д. В. Подымова2, О. Л. Орлова1, Д. В. Гусев1, 
Я. А. Поскедова2, Т. М. Литвинова2, З. С. Шпрах1, 2

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115522 Москва, Каширское шоссе, 24; 
2ФГАОУ ВО «Московский государственный медицинский университет им. И. М. Сеченова» Минздрава России 
(Сеченовский Университет); Россия, 119048 Москва, ул. Трубецкая, 8

К о н т а к т ы :  Зоя Сергеевна Шпрах z.shprakh@ronc.ru

Введение. Одним из наиболее важных критериев качества таблеток является испытание для подтверждения 
высвобождения действующего вещества – тест «Растворение». Значимость данного теста определяется тем, 
что от высвобождения из лекарственной формы зависят скорость и степень всасывания лекарственного сред-
ства in vivo. Особенную сложность представляет разработка теста «Растворение» для веществ, которые плохо 
растворимы в воде.
Цель исследования – разработка методики теста «Растворение» для таблеток цифетрилина 60 мг и изучение 
высвобождения цифетрилина из таблеток.
Материалы и методы. В работе использовали оригинальный аналог соматостатина – цифетрилин, синтезиро-
ванный в лаборатории химического синтеза фГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России. 
Разработку теста проводили для таблеток цифетрилина 60 мг. Исследование проводили на тестере для провер-
ки растворения Erweka серии 700 типа II – лопастной мешалке (Erweca GmbH, Германия), используя в качестве 
среды растворения хлористоводородную кислоту и изопропиловый спирт, а также их смесь. Количественное 
определение высвободившегося цифетрилина проводили на регистрирующем спектрофотометре Agilent Cary® 100 
(Agilent Technologies, США).
Результаты. Выбраны оптимальные условия для определения высвобождения цифетрилина из таблеток 
60 мг. Поскольку цифетрилин нерастворим в воде, в качестве среды растворения предложено использовать 
смесь хлористоводородной кислоты и изопропилового спирта в соотношении 3:2. Показано, что скорость 
вращения мешалки 100 об / мин обеспечивает переход нормированного количества цифетрилина в среду 
растворения за 45 мин. Разработана методика количественного определения цифетрилина в среде методом 
прямой спектрофотометрии. Оценка профиля растворения цифетрилина показала его постепенное высво-
бождение из таблеток, которое может быть описано линейной зависимостью в соответствии с уравнением 
Higuchi.
Заключение. В результате проведенных исследований разработана методика теста «Растворение» и оценен 
профиль высвобождения цифетрилина из таблеток 60 мг. Экспериментальные данные показали, что высвобо-
ждение действующего вещества из  таблеток в выбранных условиях составляет более 80 % и соответствует 
требованиям Государственной фармакопеи Российской федерации XV издания.

Ключевые слова: таблетки цифетрилина, тест «Растворение», среда растворения, количественное определение, 
профиль растворения
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Test Dissolution for quality control of water-insoluble somatostatine analog
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1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse,  
Moscow 115522, Russia; 
2I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Ministry of Health of Russia; 8 Trubetskaya St., 
Moscow 119048, Russia

C o n t a c t s :  Zoya Sergeevna Shprakh z.shprakh@ronc.ru

Background. Test Dissolution, which confirms the release of the active substance, is one of the most important 
criteria for the quality of tablets. This test significance is determined by potential correlation between the drug 
absorption in vivo and its release from the dosage form. It is especially difficult to develop the test Dissolution for 
substances that are poorly soluble in water.
Aim. To develop a test Dissolution method for cyphetrylin tablets, 60 mg and to study the release of active sub-
stance.
Materials and methods. In the work we used an original analogue of somatostatin – cyphetrylin, synthesized in 
the laboratory of chemical synthesis of N. N. Blokhin National Medical Research Center for Oncology of the Russian 
Ministry of Health. The test was developed for cyphetrylin tablets, 60 mg. The study was carried out on a dissolu-
tion tester Erweka series 700 (type II – Paddle (Erweka, Germany), using hydrochloric acid and isopropyl alcohol 
and their mixture as a dissolution medium. Quantitative determination of released cyphetrylin was carried out on 
a Agilent Cary® 100 recording spectrophotometer (Agilent Technologies, USA).
Results. Optimal conditions were selected to determine the release of cyphetrylin from tablets, 60 mg. Since cy-
phetrylin is insoluble in water, it is proposed to use a mixture of hydrochloric acid and isopropyl alcohol in a ratio 
3:2 as a dissolution medium. It was shown that a paddle rotation speed of 100 rpm provides the release of cyphet-
rylin normalized quantity into the dissolution medium in 45 min. A method for cyphetrylin assay in a medium by 
direct spectrophotometry has been developed. Evaluation of the cyphetrylin release profile showed its gradual re-
lease from the tablets, which can be described by a linear relationship in accordance with the Higuchi equation.
Conclusion. As a result of the research, a test Dissolution procedure has been developed and the release profile of cy-
phetrylin from tablets, 60 mg, was assessed. Experimental data showed that in the selected conditions cyphetrylin re-
lease from the tablets is more than 80 % and meets the requirements of the Russian State Pharmacopoeia XV ed.

Keywords: cyphetrylin tablets, test Dissolution, dissolution medium, assay, release profile

For citation: Ignatieva E. V., Kraeva M. N., Yartseva I. V. et al. Test Dissolution for quality control of water-insoluble 
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Введение
Таблетки по-прежнему остаются одной из наи-

более эффективных и доступных пациентам твердых 
лекарственных форм (ЛФ) ввиду возможности их са-
мостоятельного приема, стабильности, простоты 
обращения и транспортировки [1]. Одним из наибо-
лее важных критериев качества таблеток является 
испытание для подтверждения высвобождения дей-
ствующего вещества (ДВ) – тест «Растворение» [2], 
значимость которого определяется тем, что от высво-
бождения из ЛФ зависят скорость и степень всасыва-
ния лекарственного средства (ЛС). Тест «Растворение» 
является обязательным требованием и применяется 
на протяжении всего жизненного цикла лекарствен-
ного препарата (ЛП): от выбора состава ЛФ и процес-
са ее получения до тестирования качества ЛП от серии 
к серии и изучения его стабильности [3–5].

Тест «Растворение» – критический показатель 
качества из-за его потенциальной корреляции с кли-
ническими характеристиками. Он широко исполь-
зуется для изучения биофармацевтических характери-
стик ЛС и позволяет прогнозировать биодоступность 
и фармакокинетику ЛС и его эффективность in vivo 
[6, 7].

Особенно сложную задачу представляет разра-
ботка методики теста «Растворение» для ДВ, плохо 
растворимых в воде. В таком случае обычно возни-
кают трудности с выбором среды растворения при-
емлемого состава, который зависит от цели теста [8]. 
Если предполагается моделирование in vitro поведе-
ния такого ЛС в организме, то среда растворения 
должна имитировать среду желудочно-кишечного 
тракта и, кроме стандартных буферных растворов 
(рН 1,2; 4,5 и 6,8), содержать в составе поверхностно- 
активные вещества. Среди последних, обычно при-
меняемых в методиках теста «Растворение», можно 
выделить натрия лаурилсульфат, полисорбаты (тви-
ны) 20–80, Тритон Х, бридж-35, цетилтриметилам-
мония бромид и др. Поскольку эти вещества являют-
ся в сотни раз более сильными эмульгаторами, чем 
желчные кислоты, содержание поверхностно-актив-
ных веществ в среде растворения рекомендуется огра-
ничивать [9–11].

Если тест «Растворение» разрабатывается для 
контроля качества и стандартизации ЛС, то исполь-
зуемая среда может не быть физиологически ре-
левантной. В таком случае в качестве сорастворите-
лей для неполярных (гидрофобных) ЛС допустимо 
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использование органических растворителей и их сме-
сей, например таких как 40 % изопропиловый 
спирт – буферный раствор рН 8,0 [12] или изопро-
пиловый спирт – 0,01 М хлористоводородная кисло-
та 30:70 [13].

Цифетрилин – аналог соматостатина – метиловый 
эфир Nα-трет-бутилоксикарбонил-S-тетрагидро-
пиранил-L-цистеинил-L-фенилаланил-D-трип-
тофил-Nε-карбобензокси-L-лизил-L-треонина, син-
тезированный в лаборатории химического синтеза 
ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Мин-
здрава России [14, 15] (рис. 1).

Поскольку противоопухолевая активность цифе-
трилина наиболее полно проявляется при его пер-
оральном введении, в ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России разработана 
ЛФ – таблетки, содержащие 6 мг цифетрилина. Кли-
ническое исследование I фазы показало необходи-
мость увеличения количества ДВ в таблетке до 60 мг 
[16–18].

Цель исследования – разработка методики теста 
«Растворение» для таблеток цифетрилина 60 мг и изу-
чение высвобождения цифетрилина из таблеток.

Материалы и методы
Исследование проводили для таблеток цифетри-

лина 60 мг, полученных в лаборатории разработки 
ЛФ ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» 
Минздрава России. В работе использовали хлори-
стоводородную кислоту (HCl), хч, и изопропиловый 
спирт, осч (оба реактива – производства «Химмед», 
Россия), и воду очищенную, соответствующую тре-
бованиям [4, 5].

Высвобождение цифетрилина из таблеток изуча-
ли, применяя прибор для теста «Растворение» DT-700 
типа II – лопастную мешалку (Erweca GmbH, Герма-
ния); верхнеприводную мешалку Heidolph Vibravax 
(Heidolph, Германия); ультразвуковую ванну Elma-
sonic S10H (Elma, Германия); спектрофотометр 

Agilent Cary® 100 (Agilent Technologies, США); рН-метр 
Hanna рН 211 (Hanna Instruments, Германия); весы 
Sartorius 2405 (Sartorius AG, Германия); фильтр шпри-
цевой Filstar Syringe Filter Glass Fiber диаметром 
25 мм, размером пор 1 мкм (Hawach Scientific, Китай).

Результаты и обсуждение
Тест «Растворение» предназначен для оценки сте-

пени высвобождения ДВ из ЛС и используется 
как одна из характеристик качества и стабильности 
при изучении биофармацевтических свойств ЛФ. 
В общем случае разработка методики теста «Раство-
рение» включает следующее:

 – изучение свойств фармацевтической субстанции 
и ЛС;

 – выбор условий высвобождения ДВ;
 – разработку методики количественного определе-
ния ДВ подходящим методом;

 – оценку профиля растворения и доработку усло-
вий метода [10, 19].
Изучение свойств субстанции показало, что ци-

фетрилин малорастворим в 95 % этиловом спирте, 
очень мало растворим в разбавленных минеральных 
кислотах и щелочах и практически нерастворим в во-
де [4, 5, 15]. При определении биофармацевтической 
растворимости установлено, что цифетрилин прак-
тически нерастворим в буферных растворах, которые 
имитируют основные среды желудочно-кишечного 
тракта – 0,1 М растворе HCl (рН 1,2), ацетатном бу-
ферном растворе (рН 4,5) и фосфатном буферном 
растворе (рН 6,8). Исходя из сказанного выше, мы 
предположили, что в качестве среды растворения 
таблеток цифетрилина при контроле качества необ-
ходимо использовать органический растворитель – 
изопропиловый спирт, разбавленную HCl или их 
смесь в различных соотношениях (табл. 1) [8].

Поскольку таблетки цифетрилина относятся к ЛП 
1-й группы с обычным высвобождением, критерий 
приемлемости при проведении теста «Растворение» 
составляет не менее 80 % высвободившегося ДВ 
от заявленного содержания (Q + 5 %), где Q = 75 %, 
если не указано иначе в фармакопейной статье [4, 5].

Среда растворения. При выборе среды растворе-
ния предварительные исследования проводили в объ-
еме среды 100 мл при температуре 37 °С, используя 
верхнеприводную лопастную мешалку со скоростью 
вращения 100 об / мин. Отбор пробы для определения 
цифетрилина, перешедшего в среду растворения, 
проводили через 45 мин после начала эксперимента.

Результаты, представленные в табл. 1, показыва-
ют, что в растворах HCl различной концентрации 
таблетки распадались, но цифетрилин не высвобо-
ждался из таблеток в среду растворения (опыты 1 и 2). 
В изопропиловом спирте таблетки не распадались, 
а количество цифетрилина, перешедшего в среду 

Рис. 1. Цифетрилин (Boc-Cys(Thp)-Phe-D-Trp-Lys(Z)-Thr-OMe)

Fig. 1. Cyphetrylin (Boc-Cys(Thp)-Phe-D-Trp-Lys(Z)-Thr-OMe)
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растворения, было ниже предела количественного 
определения (опыт 3).

В следующих опытах (4–8) таблетку разрушали, 
помещая на несколько минут в 0,01 М раствор HCl, 
а затем прибавляли рассчитанное количество изо-
пропилового спирта, постепенно его уменьшая. Как 
видно из табл. 1, оптимальные результаты, соответ-
ствующие критерию приемлемости при наименьшем 
содержании органического растворителя в среде, 

получены при соотношении 0,01 М НCl и изопропи-
лового спирта 60:40 мл (3:2 по объему) (опыт 7, рН 
среды 2,2). Дальнейшее уменьшение доли изопропи-
лового спирта до соотношения 70:30 привело к рез-
кому снижению перехода цифетрилина в среду рас-
творения (опыт 8).

Полученные результаты подтвердили, поместив 
таблетку непосредственно в среду растворения 
без предварительного разрушения в растворе HCl. 

Таблица 1. Результаты исследований по выбору среды растворения

Table 1. Results of studies on the dissolution medium choice

Опыт 
Experiment

Состав среды растворения 
Composition of dissolution medium

Время отбора пробы, мин 
Sampling time, min

Количество высвободившегося 
цифетрилина, % 

Released cyphetrylin, %

1 0,1 М HCl 
0.1 M HCl

45

02 0,01 М HCl 
0.01 M HCl

3 Спирт изопропиловый 
Isopropyl alcohol

4*

0,01 М HCl 
0.01 M HCl

Спирт изопропиловый 
Isopropyl alcohol

10

90

100,05*

0,01 М HCl 
0.01 M HCl

Спирт изопропиловый 
Isopropyl alcohol

30

70

6*

0,01 М HCl 
0.01 M HCl

Спирт изопропиловый 
Isopropyl alcohol

50

50

7*

0,01 М HCl 
0.01 M HCl

Спирт изопропиловый 
Isopropyl alcohol

60

40 75,0

8*

0,01 М HCl 
0.01 M HCl

Спирт изопропиловый 
Isopropyl alcohol

70

30 10,0

9**

0,01 М HCl 
0.01 M HCl

Спирт изопропиловый 
Isopropyl alcohol

60

40 45 81,5

0,01 М HCl 
0.01 M HCl

Спирт изопропиловый 
Isopropyl alcohol

60

40 90 97,3

10**

0,01 М HCl 
0.01 M HCl

Спирт изопропиловый 
Isopropyl alcohol

70

30

45 18,6

90 20,8

*Таблетку помещали в 0,01 М раствор HCl, после того, как таблетка распалась (в течение 3–5 мин), прибавляли 
необходимое количество изопропилового спирта; **объем среды растворения – 200 мл. 
*Tablet was placed in 0.01 M HCl solution, after the tablet disintegrated (within 3–5 min), the required amount of isopropyl alcohol was added; 
**volume of dissolution medium was 200 ml.



70 Оригинальные статьи | Original reports

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  1'2024  ТОм 23    vol. 23

Объем среды растворения при этом увеличили до 
200 мл (опыты 9 и 10). В этих же опытах показали, 
что увеличение времени отбора пробы до 90 мин 
не оказывает существенного влияния на высвобожде-
ние цифетрилина из таблетки. Таким образом, ре-
зультаты, соответствующие требованиям [4, 5], могут 
быть получены при использовании среды, состоящей 
из HCl и изопропилового спирта в соотношении 3:2 
(по объему, рН среды 2,2) и времени отбора пробы 
45 мин.

Разработка методики количественного определения 
цифетрилина в среде растворения 0,01 М HCl – изо-
пропиловый спирт (3:2). Количественное определение 
цифетрилина, высвободившегося из таблетки в сре-
ду растворения, проводили методом прямой спектро-
фотометрии, используя расчет по стандартному об-
разцу [19].

Предварительное изучение спектров поглощения 
раствора цифетрилина и раствора таблеток цифетри-
лина в выбранной среде растворения показало, 
что в области от 270 нм до 300 нм они практически 
совпадают и имеют наиболее интенсивное поглоще-
ние в максимуме при длине волны 282 ± 2 нм, кото-
рая выбрана в качестве аналитического максимума 
(рис. 2, а, б). Вспомогательные вещества таблетки 
в области аналитического максимума имеют погло-

щение менее 0,01, которое можно не учитывать при 
проведении анализа (рис. 2, в).

Зависимость оптической плотности от концен-
трации цифетрилина в среде растворения в дан-
ном максимуме линейна в диапазоне концентраций 
от 0,02 мг / мл до 0,2 мг / мл, а коэффициент корреля-
ции (R2) при этом составляет приблизительно 1,00 
(рис. 3).

Для теста «Растворение» использовали аппарат II 
лопастную мешалку, который широко применяется 
для рутинного контроля качества и стандартизации 
твердых ЛФ с обычным высвобождением [4, 5]. Ис-
ходя из низкого удельного показателя поглощения 
цифетрилина (Е58 ± 5) в аналитическом максимуме 
[19] тестирование проводили при объеме среды рас-
творения 500 мл.

Данные, представленные в табл. 2, свидетельству-
ют о том, что при скорости вращения лопастной ме-
шалки 100 об / мин за 45 мин из таблеток высвобо-
ждается более 80 % цифетрилина, что соответствует 
требованиям нормативных документов [4, 5]. Сни-
жение скорости вращения мешалки до 50 об / мин 
не обеспечивает перехода необходимого количества 
цифетрилина в среду растворения за это время.

Далее приведены выбранные условия выполнения 
теста «Растворение» для таблеток цифетрилина 60 мг.

Рис. 2. Электронные спектры поглощения растворов в среде растворения: а – цифетрилина (0,1 мг / мл); б – таблеток цифетрилина; в – вспо-
могательных веществ

Fig. 2. Electronic absorption spectrum of solutions in the dissolution medium: а – cyphetrylin (0.1 mg / ml); б – cyphetrylin tablets; в – excipients  
of cyphetrylin tablets
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Аппарат: аппарат II лопастная мешалка.
Среда растворения: 0,01 М HCl – изопропиловый 

спирт 3:2 (по объему), рН 2,2.
Объем среды растворения: 500 мл.
Температура проведения теста: 37 ± 0,5 °С.
Скорость вращения: 100 об / мин.
Время растворения: 45 мин.
В качестве стандартного образца использовали 

субстанцию цифетрилина, полученную в лаборато-
рии химического синтеза ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России [14].

Для получения раствора стандартного образца 
точную навеску цифетрилина примерно 6 мг раство-
ряли в 20 мл изопропилового спирта в течение 10 мин 
с использованием ультразвуковой ванны. Получен-
ный раствор количественно переносили в мерную 
колбу вместимостью 50 мл, промывая флакон 0,01 M 
раствором HCl, доводили объем раствора до метки 
тем же растворителем и перемешивали.

Для проведения теста в каждый сосуд аппарата II, 
содержащий 500 мл среды растворения с температу-
рой 37 ± 0,5 °С, помещали по 1 таблетке цифетрили-
на и включали лопастную мешалку (скорость вра-
щения – 100 об / мин). Через 45 мин отбирали 10 мл 

раствора, пробу фильтровали через шприцевой 
фильтр, отбрасывая первые 5 мл фильтрата, и охла-
ждали до комнатной температуры.

Оптическую плотность раствора измеряли на спект-
рофотометре в максимуме при длине волны 282 ± 2 нм 
в кювете с толщиной оптического слоя 10 мм, исполь-
зуя в качестве раствора сравнения среду растворения. 
Параллельно измеряли оптическую плотность раство-
ра стандартного образца.

Количество C
52

H
69

N
7
O

12
S (цифетрилина), высво-

бодившегося в среду растворения из таблетки в про-
центах (Х,  %), рассчитывали по формуле

Х = 
A × a

0
 × 500 ×100

A
0
 × L × 50

 = 
A × a

0
 × 1000

A
0
 × L

,

где А – оптическая плотность испытуемого раствора; 
А

0
 – оптическая плотность раствора стандартного 

образца цифетрилина; а
0
 – навеска стандартного об-

разца цифетрилина, мг; L – номинальное содержание 
цифетрилина в таблетке, мг (L = 60 мг).

Как видно из данных, представленных в табл. 3, 
в выбранных условиях количество цифетрилина, пе-
решедшего в среду растворения, составило примерно 
84 %. Статистическая обработка полученных данных 
показала, что относительная погрешность среднего 
результата  не превышает 1,00 %.

В ходе разработки теста мы показали, что при уве-
личении времени отбора пробы до 90 мин выход 
цифетрилина в среду растворения достигает 97 % 
(табл. 2). Для обоснования продолжительности ис-
пытания изучили профиль растворения таблеток ци-
фетрилина, отбирая пробы объемом 10 мл через 5, 10, 
15, 20, 30, 45, 60 и 90 мин после начала тестирования. 
Объем отобранной среды растворения не восполня-
ли, а количество цифетрилина (Х,  %), высвободив-
шегося в среду растворения, рассчитывали по фор-
муле (см. выше), учитывая изменение объема среды 
растворения.

Профиль высвобождения цифетрилина из табле-
ток, полученный с использованием усредненных экс-
периментальных данных (рис. 4), имеет вид кривой 

Рис. 3. График зависимости оптической плотности от концентра-
ции цифетрилина в среде растворения

Fig. 3. Graph of the dependence of optical density on the concentration  
of cyphetrylin in the dissolution medium
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y = 6,2423x + 0,0054
R² = 1,00

Таблица 2. Результаты выбора условий теста «Растворение» для таблеток цифетрилина 60 мг

Table 2. Test Dissolution conditions for cyphetrylin tablets 60 mg

Среда растворения 
Dissolution medium

Скорость вращения, 
об / мин 

Paddle rotation speed, rpm

Время отбора 
пробы, мин 

Sampling time, min

Количество высвободившегося 
цифетрилина, % 

Released cyphetrylin, %

0,01 М HCl – изопропиловый спирт 3:2 
0.01 M HCl – isopropyl alcohol 3:2

50 45 72,2

0,01 М HCl – изопропиловый спирт 3:2 
0.01 M HCl – isopropyl alcohol 3:2

100
45 83,5

90 96,7
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с насыщением и выходом на плато, что характерно 
для распадающихся ЛФ. Цифетрилин постепенно 
высвобождается из таблеток, и к 30-й мин его коли-
чество в среде растворения достигает 75 %; затем 
скорость растворения замедляется, и через 45 мин 
в среду переходит приблизительно 85 % цифетрилина. 
Позднее количество цифетрилина в растворе прак-
тически не изменяется (выходит на плато) и на  
60–90-й мин составляет примерно 90 %.

Таким образом, мы подтвердили, что 45 мин – 
необходимое и достаточное время для проведения 
теста «Растворение» для таблеток цифетрилина 60 мг: 
количество высвободившегося цифетрилина соот-
ветствует нормативным требованиям (Q + 5 %), а ис-
пытание проводится в условиях ненасыщения [4, 5].

Профиль высвобождения цифетрилина из табле-
ток оценивали с использованием различных мате-

матических моделей [20]. На рис. 5 видно, что резуль-
таты высвобождения цифетрилина из таблеток 
в течение 45 мин хорошо описываются линейной 
зависимостью, основанной на уравнении Higuchi 
с R2 >0,99 [20].

Заключение
В результате проведенных исследований разра-

ботана методика теста «Растворение» и оценен про-
филь высвобождения цифетрилина из таблеток 60 мг. 
Экспериментальные данные показали, что высвобо-
ждение ДВ из таблеток в выбранных условиях состав-
ляет более 80 % и соответствует требованиям Госу-
дарственной фармакопеи Российской Федерации 
XV издания.

Таблица 3. Результаты количественного определения высвободившегося цифетрилина в тесте «Растворение»

Table 3. Results of released cyphetrylin assay in the test Dissolution

Опыт 
Experiment

1 2 3 4 5 6

Оптическая плотность испытуемого раствора 
Absorbance of test solution

0,625 0,617 0,624 0,628 0,619 0,622

Цифетрилин, высвободившийся в среду растворения, %* 
Released cyphetrylin, %*

84,6 83,5 84,4 85,0 83,8 84,1

Метрологические характеристики 
Metrological characters

, % S2 S S Δ t (p,f) табл. , %

84,2 0,2987 0,5465 0,2231 0,57 2,57 0,68

*Навеска стандартного образца – 5,519 мг.
Примечание. Оптическая плотность раствора стандартного образца А

0
 = 0,680. 

*Weight of the standard sample – 5.519 mg. 
Note. Absorbance of the standard sample solution A

0
 = 0.680.
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Рис. 4. Профиль высвобождения цифетрилина из таблеток

Fig. 4. Profile of cyphetrylin release from tablets
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Рис. 5. Высвобождение цифетрилина из таблеток – модельная кри-
вая по Higuchi

Fig. 5. Cyphetrylin release from tablets – model curve by Higuchi
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–  фамилия, имя, отчество полностью;  –  занимаемая должность;
–  ученая степень, ученое звание;  –  контактный телефон;
–  рабочий адрес с указанием индекса; –  адрес электронной почты.

2) Скан подписей всех авторов статьи.
3. Оформление текста
Статьи принимаются в формате doc, docx, rtf.
Шрифт – Times New Roman, размер 12, междустрочный интервал 1,5. Все страницы должны быть 

пронумерованы.
Текст статьи начинается со второй страницы.
4.  Объем статей (включая список литературы, таблицы и подписи к рисункам)
Обзор литературы – не более 15 страниц,
оригинальная статья – не более 12 страниц,
краткие сообщения – не более 4 страниц.
Больший объем статьи допускается в индивидуальном порядке, по решению редакции.
5. Резюме и ключевые слова
Ко всем видам статей на второй странице должно быть приложено резюме на русском и английском 

языках. Слова «резюме» и “abstract” не указываются. Резюме должно кратко повторять структуру статьи, 
независимо от ее тематики. Для оригинальных статей резюме обязательно должно содержать следу­
ющие разделы:

–  введение;  –  цель;
–  материалы и методы; –  результаты;
–  заключение (выводы).

Объем резюме – 200–250 слов. Резюме не должно содержать ссылки на литературные источники 
и иллюстративный материал.

На этой же странице помещаются ключевые слова на русском и английском языке в количестве 3−10.
6. Структура статей
Оригинальная статья и краткое сообщение экспериментального или клинического характера долж­

ны содержать следующие разделы:
–  введение;  –  цель;
–  материалы и методы; –  результаты и обсуждение;
–  заключение (выводы); –  конфликт интересов;
–  при наличии финансирования исследования указать его источник (грант и т. д.).
–  благодарности (раздел не является обязательным).

Обзоры литературы, статьи теоретического и концептуального характера должны включать следу­
ющие разделы:

–  введение;
–  разделы по отдельным обсуждаемым вопросам;
–  заключение (выводы).

Введение. Краткий обзор состояния вопроса со ссылками на наиболее значимые публикации, при­
чина необходимости проведения исследования.

Цель. 1–3 предложения о том, какую проблему или гипотезу решает автор и с какой целью.
Материалы и методы. Подробное изложение методик исследования, аппаратуры, критериев 

отбора участников, их число и характеристики, способы и принципы распределения на группы, ди­
зайн исследования, методы статисти ческого анализа. Описанные методы исследования должны га­
рантировать возможность воспроизведения результатов. При перечислении использованной ап па­
ратуры и  препаратов в  скобках указываются производитель и  страна; при перечислении 
используемых в ходе работы лекарственных препаратов и химических веществ – их международное 
непатентованное (общепринятое) название, дозы, пути введения.

В конце статьи о проведенном исследовании указать, решением какого этического комитета оно 
одобрено, номер и дату протокола исследования, а также факт подписания испытуемыми информиро­
ванного согласия.

Результаты. Должны быть представлены в  логической последовательности, отражать данные 
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
Для представления статьи авторы должны подтвердить нижеследующие пункты. Рукопись может 

быть возвращена авторам, если она им не соответствует.
1.  Эта статья ранее не была опубликована, а также не представлена для рассмотрения и публикации 

в другом журнале (или дано объяснение этого в Комментариях для редактора).
2.  Файл отправляемой статьи представлен в  формате документа OpenOffice, Microsoft Word, RTF 

или WordPerfect.
3.  Приведены полные интернет­адреса (URL) для ссылок там, где это возможно.
4.  Текст набран с полуторным межстрочным интервалом; используется кегль шрифта в 12 пунктов; 

для выделения используется курсив, а не подчеркивание (за исключением интернет­адресов).
5.  Текст соответствует стилистическим и библиографическим требованиям, описанным в Руковод­

стве для авторов, расположенном на странице «О журнале».
6.  Если вы отправляете статью в рецензируемый раздел журнала, то выполнены требования доку­

мента Обеспечение слепого рецензирования.
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