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Предполагается, что активация перекисного окисления липидов является одним из важнейших патогенетических мо-

ментов, способствующих злокачественной трансформации меланоцитов и прогрессированию меланомы. Важная роль в 

поддержании гомеостаза и формировании устойчивости к различным воздействиям, в том числе и опухолевой агрессии, 

принадлежит детоксикационным системам, и в первую очередь печени. Цель исследования – изучение влияния перевивной 

меланомы В16/F10 на состояние системы ПОЛ – АОЗ в тканях печени самок мышей в динамике роста опухоли. Исследова-
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ние проведено на самках мышей линии С57ВL/6 с перевитой подкожно меланомой В16/F10. В 10%-х цитозольных фракциях 

печени животных на разных этапах роста опухоли исследовали показатели антиоксидантной защиты и продукты ПОЛ. 

Показана активация ПОЛ в клетках печени на протяжении всего эксперимента, выраженная в угнетении ферментатив-

ного и неферментативного звеньев АОЗ, а также приросте продуктов ПОЛ. К моменту гибели животных выявлены по-

вышение активности глутатион-редуктазы, а также некоторый рост каталазы и СОД, что, возможно, связано с мета-

статическим процессом в печени. Кроме того, наблюдаемый дисбаланс исследованных показателей указывает на сбой 

адаптационной перестройки в метаболизме, проявляющийся в снижении компенсаторной активации антиоксидантной 

защиты ткани печени, и может быть связан с индуцированными меланомой изменениями в нейроэндокринной системе.  
 

Ключевые слова: меланома В16/F10, печень, антиоксиданты, диеновые конъюгаты, витамины А и Е, перекисное окис-

ление липидов. 

 

Activation of the lipid peroxidation is supposed to be one of the most important pathogenic aspects contributing to malignant 

transformation of melanocytes and melanoma progression. Detoxification systems, and first of all the liver, play an important role in 

homeostasis maintenance and development of resistance to various exposures, including tumor aggression. Objectives - studying the 

influence of transplantable В16/F10 melanoma on the state of the lipid peroxidation-antioxidant defense system (LP-AOD) in liver 

tissues of female mice in the dynamics of the tumor growth. The study included female С57ВL/6 mice with В16/F10 melanoma trans-

planted percutaneously. Parameters of the AOD and LP products were studied in 10% cytosol fractions of the liver of animals at 

different stages of the tumor growth. LP activation in liver cells throughout the experiment was demonstrated: enzymatic and non-

enzymatic components of the AOD system were inhibited, and LP products increased. By the time of the death of animals, the gluta-

thione reductase activity increased, as well as levels of catalase and SOD, which could be associated with the metastatic process in 

the liver. The imbalance in the studied parameters indicated the adaptive adjustment failure demonstrated by the decreased compen-

satory activation of the AOD system in the liver that could be associated with the melanoma-induced changes in the neuroendocrine 

system. 

 

Keywords: В16/F10 melanoma, liver, antioxidants, conjugated dienes, А and Е vitamins, lipid peroxidation. 

 

Введение 
 

Меланома, как и многие другие злокачественные 

новообразования, является системным заболевани-

ем, и даже при клинически ранних стадиях высока 

вероятность скрытой диссеминации опухолевого 

процесса. Меланома кожи – одно из самых агрес-

сивных, непредсказуемых и наиболее трудно под-

дающихся лечению злокачественных новообразова-

ний. Известно, что меланома характеризуется высо-

ким метастатическим потенциалом, причем одной из 

мишеней для метастазирования является печень [1, 

2]. В механизмах канцерогенеза важная роль отво-

дится образованию активных форм кислорода, обла-

дающих не только выраженным мутагенным дей-

ствием, но и инициирующих процессы липоперок-

сидации в биологических мембранах клеток различ-

ной морфологической природы [3, 4]. Дисбаланс 

скоростей перекисного окисления липидов (ПОЛ) и 

активности ферментативной и неферментативной 

антиоксидантной защиты (АОЗ) – одно из условий, 

способствующих окислительному стрессу в орга-

низме. Накопление первичных и вторичных про-

дуктов свободнорадикального окисления – один из 

главных признаков его наличия. Неферментативное 

звено антиоксидантной системы представлено низ-

комолекулярными антиоксидантами, среди кото-

рых наиболее значительная роль принадлежит ви-

таминам А (ретинол) и Е (α-токоферол). Фермента-

тивное звено представлено рядом ферментов, к ко-

торым относятся глутатионпероксидаза (ГПО), 

глутатионредуктаза (ГР), супероксиддисмутаза 

(СОД) и каталаза. Функции у представленных зве-

ньев АОЗ разделены как по скорости инактивации, 

так и по субстратной специфичности. В большей 

степени функцию быстрой инактивации свободных 

радикалов кислорода выполняют неферментатив-

ные звенья путем захвата радикалов, прерывая тем 

самым цепные реакции. Ферментативные же отно-

сятся к терминальным системам длительной защи-

ты организма и препятствуют образованию новых 

радикальных соединений, превращая наиболее ре-

акционно-способные радикалы в менее активные 

[5, 6]. По современным представлениям главен-

ствующая роль в поддержании гомеостаза и в 

формировании устойчивости организма к различ-

ным воздействиям принадлежит системе детокси-

кации и главным образом ее антиоксидантному 

звену, осуществляющему обезвреживание и эли-

минацию свободнорадикальных и перекисных со-

единений, образовавшихся как в процессе жизне-

деятельности, так и в результате агрессии опухо-

ли. Наиболее активно процессы инактивации сво-

бодных радикалов происходят в органах детокси-

кации, к которым относится печень. Эксперимен-

тальная модель опухолевого роста, представлен-

ная меланомой В16/F10, удобна для исследования, 

так как характеризуется коротким инкубационным 

периодом, 100%-м воспроизведением, быстрым 

ростом, а также типичным метастазированием. 

Перевивка мышам меланомы В16/F10 позволяет в 

динамике роста опухоли проследить происходя-

щие изменения в различных системах жизнеобес-

печения.  
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Цель исследования – изучение влияния пере-

вивной меланомы В16/F10 на состояние системы 

ПОЛ – АОЗ в тканях печени самок мышей в дина-

мике роста опухоли. 
 

Материалы и методы 
 

Работа выполнена на самках мышей линии 

С57ВL/6 (n=60) 8-недельного возраста с начальной 

массой 20–22 г. Животные были получены из 

ФГБУН «Научный центр биомедицинских техно-

логий», филиал ФМБА «Андреевка» (Московская 

область); содержались в стандартных условиях ви-

вария со свободным доступом к еде и воде. Слу-

чайным образом животные поделены на 6 групп по 

10 особей. По стандартной методике животным  

5 групп (n=50) производилась перевивка меланомы 

В16/F10 путем подкожного введения в правую зад-

нюю лапку мыши 0,5 мл взвеси опухолевой ткани в 

растворе Хенкса (2105 клеток опухоли в среде 

199). В работе использовали клеточную линию 

мышиной метастазирующей в легкие меланомы 

В16/F10. Культура клеток меланомы В16/F10 была 

предоставлена РОНЦ им. Н.Н. Блохина РАМН (г. 

Москва). За первой группой животных с перевитой 

меланомой В16/F10 осуществляли наблюдение 

вплоть до естественной гибели животных. Живот-

ных из остальных 4 групп с перевитой меланомой 

В16/F10 забивали через 1, 2, 3 и 4 недели после пе-

ревивки. Контролем служили здоровые самки 

(n=10) без перевитой меланомы. Мышам контроль-

ной группы осуществлялось однократное подкож-

ное введение 0,5 мл раствора Хенкса. Все процеду-

ры проводили в соответствии с международными 

правилами работы с животными (European Commu-

nities Council Directive, 86/609/ЕЕС). Сразу после 

декапитации из печени получали 10%-е цитозоль- 

 

ные фракции, приготовленные на 0,1М калий-

фосфатном буфере рН 7,4, содержащем 0,1 % Твин-

20 и 1 % БСА. Влияние опухолевого процесса на 

систему ПОЛ – АОЗ в организме животных-

опухоленосителей оценивали с помощью стандарт-

ных методов ИФА по следующим показателям: 

диеновые конъюгаты (ДК) [7], малоновый диальде-

гид (МДА) [8], суммарная пероксидазная актив-

ность (СПА) [9], витамины Е, А [10], каталаза [11], 

СОД [12], ГПО, ГР. Рассчитывали коэффициенты 

соотношения содержания витаминов Е/А, 

СОД/каталаза и СОД/СПА. Статистическую обра-

ботку полученных результатов проводили с помо-

щью пакета программ Microsoft Excel (Windows XP). 

Результаты представлены в виде M±m, где M – 

арифметическое среднее значение; m – стандартная 

ошибка среднего. Оценка достоверности произве-

дена с использованием параметрического критерия 

Стьюдента и непараметрического критерия Вил-

коксона – Манна – Уитни. Достоверными считали 

различия между двумя выборками при р<0,05.  
 

Результаты и обсуждение 
 

После трансплантации культуры клеток меланомы 

В16/F10 опухоль развилась у 100 % животных; у са-

мок – на 12–14-й день. Средняя продолжительность 

жизни самок-опухоленосителей составила 30,1±1,3 

дня; до 4 недель эксперимента доживали в среднем 

62,54 % животных. Через одну неделю после пере-

вивки меланомы в печени животных по сравнению с 

интактным контролем  уровень первичных продуктов 

перекисного окисления (ДК) возрастает в 2 раза, а 

содержание вторичного продукта ПОЛ (МДА), 

наоборот, снижалось в 1,8 раза (таблица). Это сопро-

вождалось падением уровня витаминов-

антиоксидантов в среднем в 1,6 раза.  

Показатели системы АОЗ и продуктов ПОЛ в печени у самок мышей в динамике роста  

перевивной меланомой В16/F10 / Parameters of the antioxidant protection system and lipid peroxidation products  

in the liver of female mice in dynamics of transplantable В16/F10 melanoma growth 

 

Показатель Контроль 1-я неделя 2-я неделя 3-я неделя 4-я неделя 

ДК, нМ/гтк 4,93±0,42 11,0±0,91 10,4±0,91 6,12±0,52 4,64±0,312 

МДА, нМ/гтк 15,9±0,96 8,92±0,7821 13,8±1,12 11,9±0,9 18,2±1,5 

Витамин Е, у.е 3,22±0,27 1,99±0,151 2,07±0,191 1,6±0,141 2,1±0,181 

Витамин А, у.е 1,7±0,15 1,08±0,11 0,61±0,051,2 0,72±0,0581 0,78±0,0581 

Е/А 1,93±0,16 1,84±0,16 3,38±0,311,2 2,2±0,192 2,7±0,251 

СПА, ед.акт/г белка 12,2±0,9 5,3±0,451 4,4±0,391 3,1±0,281 4,3±0,351 

СОД, ед.акт/г белка 1,46±0,14 0,35±0,031 0,45±0,041 0,22±0,021,2 0,95±0,081,2 

Каталаза, ед.акт/г белка 1,61±0,15 0,94±0,081 0,72±0,061,2 0,45±0,031,2 1,2±0,111,2 

ГР, нг/г белка 21,3±1,98 9,2±0,871 19,4±1,52 2,6±0,191,2 31,5±2,951,2 

ГП, нг/г белка 5,68±0,49 3,28±0,281 0,74±0,061,2 0,26±0,021,2 1,73±0,141,2 

СОД/СПА 0,12±0,01 0,07±0,0051 0,11±0,012 0,07±0,0041,2 0,24±0,021,2 

СОД/каталаза 0,91±0,08 0,37±0,0271 0,63±0,051,2 0,49±0,041,2 0,79±0,061,2 

 

Примечание. Достоверные различия по сравнению: 1 – с контролем; 2 – с предыдущим этапом исследования (р<0,05). 
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При этом коэффициент соотношения витами-

нов Е/А, характеризующий способность клеточ-

ных мембран к окислению, не изменялся. Кроме 

того, в печени самок уже через одну неделю после 

перевивки меланомы В16/F10 установлено сниже-

ние активности всех исследуемых ферментов 

АОЗ: СПА снизилась в 2,4 раза, что свидетель-

ствует об уменьшении проницаемости клеточных 

мембран или утилизации небольших объемов 

Н2О2. Активность СОД была снижена более чем  

в 4 раза. Все это привело к статистически досто-

верному снижению коэффициентов СОД/каталаза 

в 2,5 раза, СОД/СПА – в 1,7. Активность ГП и ГР 

снизилась в 1,7 и 2,3 раза соответственно. Сниже-

ние коэффициента соотношения СОД/каталаза 

свидетельствует о перестройке системы АОЗ в 

сторону адаптации с возможной активацией па-

раллельных процессов, протекающих с участием 

Н2О2.  

Через 2 недели эксперимента в печени стати-

стически значимо повысилось содержание МДА в 

1,5 раза по сравнению с предыдущим этапом ис-

следования, при этом не отличаясь от показателей 

в контрольной группе. Уровень ДК оставался в 

пределах показателей предыдущего этапа иссле-

дования, превышая норму в 2,1 раза. Уровень ви-

тамина Е оставался сниженным в 1,6 раза по срав-

нению с нормой, при этом не отличаясь от показа-

телей 1-й недели, а концентрация витамина А про-

грессивно снизилась в 1,8 раза по сравнению с 1-й 

неделей и в 2,8 – относительно показателей кон-

троля. При этом коэффициент соотношения вита-

минов А/Е повысился в 1,8 раза по сравнению с 

нормой и предыдущим этапом исследования. Ак-

тивность СОД через 2 недели эксперимента пре-

вышала значения предыдущего этапа в 1,3 раза, 

оставаясь ниже контрольных в 3,2 раза. СПА сни-

зилась в 1,3 раза по сравнению с предыдущим эта-

пом исследования и в 3 раза по сравнению с кон-

тролем. Каталаза и ГП снизились в 1,3 и 4,4 раза по 

сравнению с предыдущим этапом, оставаясь ниже 

контроля в 2,2 и 7,7 раза соответственно. Однако 

через 2 недели эксперимента в печени мышей вы-

явлен рост активности ГР в 2,1 раза по сравнению 

с 1-й неделей, в результате чего активность фер-

мента не отличалась от контрольных показателей. 

Коэффициенты соотношения СОД/СПА и 

СОД/каталаза повысились в среднем в 1,7 раза по 

сравнению с предыдущим этапом исследования, 

при этом только соотношение СОД/СПА не от-

личалось от контроля, а СОД/каталаза было ниже 

в 1,4 раза.  

Через 3 недели эксперимента уровень МДА в 

печени снизился в 1,3 раза по сравнению с кон-

тролем, не отличаясь при этом от показателей 2-й 

недели эксперимента, на фоне снижения ДК в 

среднем в 1,7 раза по сравнению с предыдущими 

этапами исследования. Содержание витаминов 

оставалось сниженным по сравнению с контролем 

более чем в 2 раза, концентрация витамина Е до-

стоверно не изменилась по сравнению с предыду-

щим этапом исследования, а витамина А – снизи-

лась в 1,3 раза. Коэффициент соотношения вита-

минов А/Е тоже снизился по сравнению со 2-й 

неделей наблюдения в 1,5 раза. 

Через 3 недели роста меланомы в печени уста-

новлено угнетение всего ферментативного звена 

АОЗ. Активность СОД и каталазы снизилась в 2 и 

1,6 раза по сравнению с предыдущим этапом ис-

следования, оставаясь значительно ниже нормы – 

в 6,6 и 3,6 раза соответственно. Также продолжа-

лось угнетение СПА в 1,3 раза по сравнению со  

2-й неделей эксперимента и в 4 раза по сравнению 

с контролем. Активность ГР и ГП в печени на 

данном этапе продолжала снижаться, в результате 

чего оказалась в 3,1 и 6,1 раза ниже нормы и в 5,5 

и 1,6 раза соответственно ниже, чем на предыду-

щем этапе исследования.  

В этой связи отмечалось снижение в работе фи-

зиологических каскадов антиокислительных фер-

ментов: СОД/каталаза – в 1,3 раза, СОД/СПА – в 

1,6 по сравнению с предыдущим сроком исследо-

вания и в 1,7 и 1,9 раза соответственно по сравне-

нию с нормой.  

Через 4 недели эксперимента у самок в печени 

отмечается репрессия только первичных продуктов 

ПОЛ (ДК) по сравнению с предыдущими этапами: 

более чем в 2 раза – 1-я, 2-я недели и в 1,3 раза  

по сравнению с 3-й неделей. Содержание вторич-

ного продукта липопереокисления (МДА), наобо-

рот, возрастало относительно предыдущих сроков 

роста меланомы в 2, 1,3 и 1,5 раза соответственно, 

при этом не отличаясь от контроля. Наряду с этим 

установлено угнетение неферментативной АОЗ за 

счет снижения содержания витаминов А и Е в 2,2 и 

1,5 раза соответственно по сравнению с контролем. 

В результате произошло повышение коэффициента 

А/Е в 1,4 раза. 

Что касается ферментативного звена АОЗ, то 

через 4 недели эксперимента установлена неко-

торая активация ряда ферментов. По сравнению с 

3-й неделей эксперимента возросла активность 

СПА, СОД, каталазы, ГР и ГП в 1,3, 4,3, 2,7, 15,5 

и 6,7 раза соответственно. При этом только ГР 

превышала показатели нормы в 1,5 раза, а актив-

ность остальных ферментов была ниже кон-

трольных показателей в 1,3–3,3 раза. В результа-

те коэффициент соотношения СОД/СПА превы-

шал норму в 2 раза, а СОД/каталаза – не отли-

чался от нормы. 
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Обсуждение 

 

Перевивка меланомы В16/F10 оказала влияние 

на систему ПОЛ в печени самок мышей уже через 

одну неделю, что выразилось в резком снижении 

активности исследованных ферментативных и не-

ферментативных звеньев АОЗ, а также в значи-

тельном повышении уровня ДК, отражающего 

начальную стадию активации свободнорадикально-

го окисления в печени. Уменьшение через одну 

неделю эксперимента содержания конечного про-

дукта ПОЛ (МДА) может быть связано с расходом 

его в качестве субстрата рядом цитозольных и мик-

росомальных ферментов. В течение всего экспери-

мента, вплоть до 3-й недели – начала гибели жи-

вотных, высокий уровень ДК на фоне нормального 

содержания МДА, а также резкое угнетение фер-

ментативного и неферментативного звеньев АОЗ 

сохранялись. Факт снижения содержания витами-

нов Е и А в ткани печени позволяет предположить  

наличие повреждения и структурно-

функциональную нестабильность клеточных мем-

бран в печени. Антиоксидантное действие витами-

на Е реализуется за счет сохранения активности 

мембранно-связанных ферментов, взаимодействия 

с гидроксильным радикалом и связывания синглет-

ного кислорода. Витамин А способен проникать в 

гидрофобную зону биомембран и взаимодейство-

вать с лецитино-холестериновыми монослоями на 

границе раздела фаз, вызывая перестройку мембран 

клеток, лизосом и митохондрий [13]. Такое резкое 

уменьшение содержания витаминов в мембранах 

клеток печени у животных-опухоленосителей, без-

условно, сказывается на антиокислительных и де-

токсикационных возможностях органа. Следует 

отметить, что минимальное содержание витамина 

А в печени соответствует моменту «выхода» пере-

вивной меланомы у самок мышей – 2 недели экс-

перимента.  

Снижение активности ферментов АОЗ, с одной 

стороны, можно расценивать как стрессорную ре-

акцию организма на введение инородного биологи-

ческого материала, а с другой – как интоксикаци-

онное действие растущей меланомы. Как известно, 

меланома кожи оказывает системное действие на 

организм, при котором страдают практически все 

системы жизнеобеспечения. Ранее нами было уста-

новлено, что рост меланомы В16/F10 оказывает 

существенное влияние на тиреоидную систему, 

вызывая у самок мышей синдром low T3/low T4  

с характерным снижением свободных форм тирео-

идных гормонов [14]. Ряд экспериментальных ис-

следований указывает на снижение активности 

ферментативного звена АОЗ при моделировании 

гипотиреоза у животных [15, 16]. 

Так как меланома характеризуется частым мета-

стазированием в печень и легкие [1], можно пред-

положить, что она в каждом из данных органов 

подготавливает плацдарм для дальнейшего полно-

ценного метастазирования. Опухоль в организме 

создает сигнальные пути между метастатическими 

клетками и нормальными, тем самым формируя 

метастатическую нишу для образования метастазов 

[17]. На создание преметастатической ниши влия-

ют многие факторы, отвечающие за врожденный 

иммунитет, состояние клеточных мембран и сосу-

дов, за нарушение антиоксидантных связей со сни-

жением утилизирующих способностей органов де-

токсикации. Обращает на себя внимание особен-

ность изменения системы АОЗ через 4 недели по-

сле перевивки опухоли, когда установлен некото-

рый рост активности СОД, каталазы, ГП и ГР на 

фоне нормального уровня ДК и МДА по сравнению 

с предыдущими этапами исследования, причем ак-

тивность последнего фермента превысила показа-

тели контроля. В этот период более 30 % самок уже 

погибли, опухоли достигли максимальных разме-

ров и обладали большим метастатическим потен-

циалом. Высокая активность ГР через 4 недели ро-

ста меланомы В16/F10 может сопровождаться уве-

личением уровня глутатиона [18], способствующе-

го восстановлению мембран, уровень жирораство-

римых витаминов Е и А в которых был истощен. 

Мы предполагаем, что подобные изменения в си-

стеме ПОЛ – АОЗ могут свидетельствовать о рас-

пространении меланомы по основным органам, 

пригодным для метастазирования, что подчиняет 

их метаболизм и делает его приемлемым для роста 

метастатических очагов. 

Таким образом, можно говорить об интенсифи-

кации ПОЛ в печени у самок мышей с перевивной 

меланомой В16/F10 за счет роста первичных про-

дуктов ПОЛ, а также снижения активности как 

ферментативного, так и неферментативного звень-

ев АОЗ. Наблюдаемый дисбаланс исследованных 

показателей указывает на сбой адаптационной пе-

рестройки в метаболизме, проявляющийся в сни-

жении компенсаторной активации АОЗ ткани пе-

чени, и может быть связан с индуцированными ме-

ланомой изменениями в нейроэндокринной систе-

ме. Для уточнения патогенетической значимости 

выявленных нарушений требуются дополнитель-

ные исследования, в том числе с учетом половой 

принадлежности животных-опухоленосителей. 
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Цель – анализ частоты соматических мутаций гена KRAS в опухолевых образцах пациентов Юга России с колорек-

тальным раком, а также оценка потенциальной взаимосвязи между мутациями KRAS и риском развития метастазов у 

пациентов.  

Процедура экстракции ДНК из залитых парафином блоков тканей (FFPE) включала в себя стандартную депарафи-

низацию срезов в ортоксилоле. Из полученных срезов получали препараты суммарной ДНК. При помощи набора реаген-

тов Real-Time-PCR-KRAS-7M («Биолинк», Россия) проводили детекцию 7 SNP-мутаций (Single Nucleotide Polymorphism) 

в 12-м и 13-м кодонах гена KRAS: G12C, G12S, G12R, G12V, G12D, G12A, G13D с использованием термоциклера Bio -Rad 

FX96 (Bio-Rad, США). Все статистические анализы проводились в пакете IBM SPSS Statistics v.23, Microsoft Excel 2013 и 

STATISTICA 8.0. 

Обнаружена статистически достоверная связь с метастазированием мутации G12D в гене KRAS, а именно тенденция 

к снижению риска метастазирования (OR = 0,625, 95 % CI 0,389–1,006, p = 0,053). Прогрессирование колоректального 

рака достоверно связано с увеличением стадии заболевания (OR = 2,061, 95 % CI 1,790–2,373, p < 0,0001), с увеличением 

возраста пациента (на уровне тенденции, OR = 1,010, 95 % CI 0,999–1,022, p = 0,080). 

Выводы 

1. Наличие мутации G12D в гене KRAS снижает риск метастазирования (OR = 0,625, 95 % I 0,389–1,006, p = 0,05).  

2. Вероятность образования метастазов колоректального рака достоверно связана с увеличением стадии развития 

опухолей (OR = 2,061, 95 % CI 1,790–2,373, p<0,0001) и с увеличением возраста пациента (на уровне тенденции,  

OR = 1,010, 95 % CI 0,999–1,022, p = 0,080).  

3. С возрастом у пациентов (особенно женского пола) увеличивается частота проявляемости мутантного типа гена 

KRAS. Можно сделать вывод, что наличие мутантного варианта гена KRAS является предиктором образования мета-

стазов. 

 
Ключевые слова: колоректальный рак, метастатический колоректальный рак, таргетная терапия, KRAS, Юг России. 

 
Aim - to analyze the frequency of somatic mutations in the KRAS gene in tumor samples of Southern Russia patients with colo-

rectal cancer, and also to assess the potential relationship between KRAS mutations and the risk of metastatic development in pa-

tients. 

The procedure for DNA extraction from paraffin-embedded tissue blocks (FFPE) included standard dewaxing of sections in or-

thoxylene. From the presence of sections of registration of total DNA preparations. Using the Real-Time-PCR-KRAS-7M reagent kit 

(Biolink, Russia), 7 SNP mutations (Single Nucleotide Polymor-phism) were detected in the 12 and 13 codons of the KRAS gene: 

G12C, G12S, G12R, G12V, G12D , G12A, G13D using the Bio-Rad CFX96 thermal cycler (Bio-Rad, USA). All statistical analyzes 

were carried out in the package IBM SPSS Statistics v. 23.0, Microsoft Excel 2013 and STATISTICA 8.0. 

A statistically significant association with metastasis was observed in the presence / absence of G12D in the KRAS gene, namely, 

the tendency to decrease the risk of metastasis (OR = 0.625, 95 % CI 0.389–1,006, p = 0.053). Progression of colorectal cancer is 

significantly associated with an increase in the stage of the disease (OR = 2.061, 95 % CI 1.790–2.373, p <0.0001), with an increase 

in the patient's age (at the trend level, OR = 1.010, 95 % CI 0.999–1.022, p = 0.080).  

Conclusions 

1. The presence of the G12D mutation in the KRAS gene reduces the risk of metastasis (OR = 0.625, 95 % CI 0.389–1.006, 

p = 0.05). 

2. The probability of formation of metastases of colorectal cancer is significantly associated with an increase in the stage of de-

velopment of tumors (OR = 2.061, 95 % CI 1.790–2.373, p <0.0001) and with the age of the patient (at the trend level, OR =  

= 1.010, 95 % CI 0.999–1.022, p = 0.080). 

3. With age, in patients (especially females) the incidence of the mutant type of the KRAS gene increases, which leads to the con-

clusion that the presence of a mutant variant of the KRAS gene is a predictor of metastasis formation. 

 
Keywords: colorectal cancer, metastatic colorectal cancer, targeted therapy, KRAS, South of Russia. 

 
Введение 

 
Колоректальный рак (КРР) – распространен-

ное злокачественное заболевание желудочно-

кишечного тракта, занимающее по показателю 

заболеваемости 4-е место среди мужчин и 3-е 

место среди женщин по всему миру, что состав-

ляет более 1,2 млн новых случаев заболевания и 

0,6 млн смертей в год [1].  

По данным статистики в России на 2014 г., ко-

личество заболеваний раком толстой кишки соста-

вило 22,9 % от общего числа онкологических забо-

леваний [2]. 

Вирусный онкогенный гомолог (KRAS) саркомы 

крысы V-Ki-ras2 Кирстен является важным участни-

ком метаболического пути, который часто наруша-

ется при КРР. Он участвует в модуляции нескольких 

нижестоящих эффекторов, которые включают в се-

бя: Raf/Mek/Erk, PI3K/Akt, RalGDS/p38MAPK и 

Rac/Rho, и тем самым влияет на онкогенез, инва-

зивное поведение опухолевой клетки и устойчи-

вость к терапии. Растет число исследований, изу-

чающих использование лекарственных препаратов 

для лечения КРР, которые нацелены на эти метабо-

лические пути. Цетуксимаб был одобрен для паци-

ентов с КРР без мутаций KRAS или с EGFR- 
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экспрессирующим метастатическим КРР (мКРР), 

хотя у большинства пациентов имеется мутация 

KRAS и NRAS [3]. 

Мутации KRAS и NRAS определяют популя-

цию, резистентную к анти-EGFR-таргетным препа-

ратам, применяемым либо как отдельные агенты, 

либо в комбинации со стандартной химиотерапией. 

Высокочувствительное расширенное тестирование 

RAS в настоящее время является необходимым 

условием для выбора терапии ингибиторами EGFR 

независимо от линии лечения, что сокращает время 

и расходы для пациентов, у которых вряд ли будет 

ответ на такую терапию. Было описано множество 

генетических изменений, повышающих устойчи-

вость к моноклональным антителам против EGFR, 

со значительным перекрытием первичных и приоб-

ретенных механизмов устойчивости. Некоторые из 

них были подтверждены в качестве мишеней для 

терапевтического вмешательства в клинических 

испытаниях, таких как амплификация ERBB2. Бла-

годаря достижениям в разработке лекарств и луч-

шему пониманию динамики ингибирования мише-

ни дополнительные генные изменения в настоящее 

время являются перспективными позитивными 

прогностическими маркерами для таргетной тера-

пии [4]. 

У половины пациентов с КРР развиваются от-

даленные метастазы, которые могут быть обнару-

жены на ранней или более поздней стадии диагно-

стики. Новые фармакологические агенты таргети-

руют главным образом два сигнальных пути: опу-

холевый рост, опосредованный проангиогенными 

факторами, и сигнальный путь рецептора эпи-

дермального фактора роста (EGFR), запускающего 

клеточную пролиферацию [5]. Прогностические 

биомаркеры, имеющие клиническое значение для 

чувствительности к антиангиогенным препаратам, 

пока не определены [6]. Напротив, моноклональ-

ные антитела (moAbs) против EGFR эффективны у 

тех пациентов, опухоли которых не имеют акти-

вирующих мутаций в генах KRAS и NRAS [1, 7]. 

Приблизительно 40–60 % пациентов, не имеющих 

активирующих мутаций во 2-м экзоне гена KRAS, 

получают преимущество от применения таргет-

ных препаратов. Это указывает на потенциальное 

вовлечение генетических изменений в пути 

KRAS/BRAF и PI3K/AKT, расположенных «ниже 

по течению» EGFR. Все эти гены связаны с регу-

ляцией роста и прогрессирования опухоли. Иссле-

дования указывают на то, что дополнительные 

мутации в KRAS и NRAS, а также BRAF или 

PIK3CA обеспечивают резистентность к анти-

EGFR-терапии [8]. 
 

Установление прогностической роли этих и 

других биомаркеров позволило идентифицировать 

одних пациентов, подходящих для таргетной тера-

пии, и избавить других (имеющих противопоказа-

ния) от бесполезной (и даже вредной) анти-EGFR-

терапии [4, 9]. В нескольких рандомизированных 

контролируемых исследованиях было продемон-

стрировано, что соматические однонуклеотидные 

точечные мутации (SNP) в 12-м и 13-м кодонах ге-

на KRAS определяют конститутивную активацию 

сигнальных путей MAPK (митоген-активируемые 

протеинкиназы), что приводит к устойчивости к 

анти-EGFR-терапии. Активирующие мутации в 

гене KRAS являются отрицательными прогности-

ческими маркерами, и отбор пациентов для лечения 

анти-EGFR-препаратами зависит от мутационного 

статуса RAS. Результаты свидетельствуют о том, 

что для пациентов с метастатическим КРР с диким 

типом гена KRAS (WT KRAS) весьма эффектив-

ными являются сочетанная терапия анти-EGFR-

агентами и химиотерапия [10]. Около 3560 % па-

циентов с КРР имеют мутации RAS [5].  

Онкогены RAS (KRAS, NRAS, HRAS) кодируют 

семейство GTP-регулируемых переключателей, ко-

торые рекуррентно мутированы при КРР. Четыре 

фермента, кодируемые тремя генами RAS, гомоло-

гичны друг другу. Мутации приводят белок RAS в 

активированную GTP-связанную форму, предот-

вращая гидролиз GTP и тем самым препятствуя пе-

реходу в неактивное состояние, связанное с GDP. 

Онкогенные мутации RAS наблюдаются в консерва-

тивных горячих точках в кодонах 12, 13, 61, 117 и 

146. Активация белков RAS приводит к плейотроп-

ным эффектам в клетках, включая клеточную про-

лиферацию, выживание и дифференцировку. При 

КРР мутации RAS преимущественно встречаются в 

гене KRAS. 45 % мКРР содержат активирующие 

мутации в гене KRAS. Мутации в гене NRAS встре-

чаются только в 27 % случаев мКРР. В настоящее 

время мутации NRAS идентифицируются при кли-

ническом лечении мКРР как часть рутинного тести-

рования перед терапией ингибиторами EGFR (ре-

цепторами эпидермального фактора роста). Мута-

ции в гене KRAS ассоциированы чаще всего с пра-

восторонними опухолями толстой кишки, в то время 

как мутации в гене NRAS ассоциированы с левосто-

ронними первичными опухолями и женским полом 

пациентов, что предполагает несколько различную 

биологию происхождения KRAS- и NRAS-

мутантных молекулярных клонов мКРР [6]. 

Наличие мутаций в генах KRAS и NRAS у па-

циентов с КРР связано с отсутствием ответа на тар-

гетную анти-EGFR-терапию. Считается, что мута-

ции в этих генах являются взаимоисключающими, 

однако в отчетах описываются случаи КРР с двумя 

мутациями RAS. Возникает вопрос, являются ли 

эти мутации результатом внутриопухолевой гете-
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рогенности или же они происходят совместно в 

одном и том же клоне. Анализ образцов с помощью 

лазерного микродиссектора и NGS-секвенирования 

исключил возможность наличия нескольких мута-

ций RAS в одном и том же клоне, что свидетель-

ствует о внутриопухолевой гетерогенности мута-

ций [7]. Результаты полногеномного секвенирования 

показали, что мутации RAS присутствовали в 51,4 %; 

мутации RAF были замечены у 7,2 % пациентов с 

мККР. Была обнаружена новая мутация KRAS 

R68S1, связанная с агрессивным фенотипом [11]. 

Целью нашего исследования были анализ часто-

ты соматических мутаций гена KRAS в опухолевых 

образцах пациентов Юга России с КРР, оценка по-

тенциальной взаимосвязи между мутациями KRAS 

и риском развития метастазов у пациентов. 

 
Материалы и методы 

 
В исследование включено 800 пациентов Юга 

России, проходивших плановое лечение в ФГБУ «Ро-

стовский научно-исследовательский онкологический 

институт» МЗ РФ в 2011–2016 гг. с диагнозом «коло-

ректальная аденокарцинома T2–4N0–2M0–1». Среди 

больных было 426 (53,2 %) женщин и 374 (46,8 %) 

мужчины. Распределение по возрасту больных: до 

55 лет – 271 пациент (33,9 %), старше 55 лет – 529 

(66,1 %), старше 60 лет – 378 (47,3 %), моложе 60 

лет – 422 пациента (52,7 %). У всех больных гисто-

логически опухоли характеризовались как адено-

карциномы различной степени дифференцировки. 

Всем больным выполнены циторедуктивные и ра-

дикальные оперативные вмешательства. Большин-

ство пациентов (78,2 %) характеризовалось поздни-

ми стадиями прогрессии КРР (III–IV стадии). Из 

всей группы пациентов 81,5 % имели прогрессиру-

ющий КРР с метастазами. Медиана возраста паци-

ентов составляла 60 лет с размахом варьирования  от 

10 до 89 лет.  

Из фиксированных в 10%-м забуференном фор-

малине и залитых в парафин образцов тканей опу-

холей (парафиновые блоки) получали срезы тол-

щиной 3–5 мкм. Гистологические препараты, полу-

ченные из залитых парафином блоков тканей 

(FFPE), после окрашивания изучались методом 

световой микроскопии. Каждый препарат был пас-

портизирован в соответствии со стандартами 

pTNM-классификации. 

Процедура экстракции ДНК включала в себя 

стандартную депарафинизацию срезов в орто- 

ксилоле. Из полученных срезов получали препа-

раты суммарной ДНК [8]. Концентрацию выде-

ленной из образцов ДНК измеряли на флюоромет- 

 

ре Qubit 2.0® с использованием набора Quant-iT™ 

dsDNA High-Sensitivity (HS) Assay Kit (Invitrogen, 

США). Концентрация ДНК нормализовывалась до 

величины 2 нг/мкл. При помощи набора реагентов 

Real-Time-PCR-KRAS-7M («Биолинк», Россия) 

проводили детекцию 7 SNP-мутаций (Single 

Nucleotide Polymorphism) в 12-м и 13-м кодонах 

гена KRAS: G12C, G12S, G12R, G12V, G12D, 

G12A, G13D с использованием термоциклера Bio-

Rad CFX96 (Bio-Rad, США) для 5%-го уровня 

чувствительности согласно инструкции произво-

дителя. Для оценки потенциального влияния му-

тационного статуса гена KRAS на риск развития 

метастазов у пациентов с КРР был использован 

метод бинарной логистической множественной 

регрессии (вариант – пошаговая регрессия с при-

нудительным включением потенциальных пре-

дикторов). Оценку достоверности различий про-

водили с использованием χ2-критерия для порого-

вого уровня статистической значимости р<0,05. 

Все статистические анализы проводились в пакете 

IBM SPSS Statistics v.23.0, Microsoft Excel 2013 и 

STATISTICA 8.0. 

 
Результаты исследования и обсуждение 

 
Мутации в гене KRAS были обнаружены у 38,6 % 

больных объединенной выборки, при этом наиболее 

распространенной мутацией была замена G12D в 

гене KRAS (44,3 %). Менее распространенными де-

тектируемыми мутациями в гене KRAS были G13D 

(17,4 %), G12V (16,5 %), G12A (8,7 %), G12C (7,1 %), 

G12S (3,8 %), G12R (2,2 %). Частота проявления му-

таций в гене KRAS при распределении объединен-

ной выборки пациентов (без гендерных различий) по 

возрастным группам представлена в табл. 1.  

При анализе представленных в табл. 1 данных 

обращает на себя внимание факт различий в часто-

те проявления мутантного типа гена KRAS у паци-

ентов различных возрастных групп. У пациентов 

возраста моложе 60 лет частота встречаемости му-

тантного типа гена KRAS приблизительно на 5 % 

меньше аналогичного показателя для возрастной 

группы пациентов старше 60 лет. Аналогичное 

распределение частот проявления мутантного типа 

гена KRAS наблюдается для пациентов возрастных 

групп моложе и старше 55 лет: у пациентов моложе 

55 лет частота встречаемости мутантных вариантов 

гена KRAS приблизительно на 7 % меньше анало-

гичного показателя для группы пациентов старше 

55 лет. Эти различия статистически достоверны для 

уровня значимости p0,05 по непараметрическому 

критерию χ2. 
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Таблица 1 

 
Статус гена KRAS у пациентов с КРР (мужчины и женщины) в разных возрастных группах /  

Status of the KRAS gene in patients with colorectal cancer (men and women) in different age groups 

 

Возраст 

Общее число 

пациентов,  

n=800 (100 %) 

Статус гена KRAS 
Значение  

критерия χ2 

Значение p, стати-

стическая значимость 
Дикий тип, 

n=491 (61,3 %) 

Мутантный тип, 

n=309 (38,6 %) 

≤ 60 лет 422 (52,75 %) 269 (63,7 %) 153 (36,2 %) 
2,11 0,1459 

> 60 лет 378 (47,25 %) 222 (58,7 %) 156 (41,2 %) 

≤ 55 лет 271 (33,8 %) 179 (66,05 %) 92 (33,9 %) 
3,78 0,05 

>55 лет  529 (66,1 %) 312 (58,9 %) 217 (41,02 %) 

 

Мутации в гене KRAS были обнаружены в це-

лом у 34,2 % пациентов мужского пола (табл. 2). 

При анализе представленных в табл. 2 данных об-

ращает на себя внимание факт отсутствия стати-

стически значимых различий в частоте проявле-

ния мутантного типа гена KRAS у пациентов 

мужского пола различных возрастных групп. У 

пациентов в возрасте моложе 60 лет частота 

встречаемости мутантного типа гена KRAS при-

близительно на 8 % меньше аналогичного показа-

теля для возрастной группы пациентов старше  

 

60 лет, однако эти различия статистически недо-

стоверны. Аналогичное, но менее выраженное 

распределение частоты проявления мутантного 

типа гена KRAS наблюдается для пациентов воз-

растных групп моложе и старше 55 лет: у пациен-

тов моложе 55 лет частота встречаемости мутант-

ных вариантов гена KRAS приблизительно на 3 % 

меньше аналогичного показателя для группы па-

циентов старше 55 лет. Эти различия также стати-

стически недостоверны для уровня значимости 

p0,05 по непараметрическому критерию χ. 

 

Таблица 2 

 
Статус гена KRAS у пациентов с КРР (мужчины) в разных возрастных группах /  

Status of the KRAS gene in patients with colorectal cancer (men) in different age groups 

 

Возраст 

Общее число  

пациентов, 

n=374 (100 %) 

Статус гена KRAS 
Значение 

критерия χ2 

Значение p, статистиче-

ская значимость 
Дикий тип, 

n=246(65,7%) 

Мутантный тип, 

n=128 (34,2 %) 

≤ 60 лет 186 (49,7 %) 130 (69,9 %) 56 (30,1 %) 
0,52 

0,4481, 

не значимо > 60 лет 188 (50,2 %) 116 (61,7 %) 72 (38,3 %) 

≤ 55 лет 108 (28,8 %) 73 (67,6 %) 35 (32,4 %) 
0,22 

0,6370, 

не значимо > 55 лет  266 (71,1 %) 173 (65 %) 93 (35 %) 

 
Как показано в табл. 3, частота проявления му-

таций в гене KRAS у пациентов женского пола с 

КРР в возрастных группах моложе 60 лет и старше 

60 лет различается между собой приблизительно 

на 3 %, причем у пациенток старшей возрастной 

группы этот показатель (44,2 %) приблизительно 

на 3 % больше аналогичного показателя младшей 

возрастной группы (41,1 %). Однако эти различия 

статистически недостоверны для 5%-го уровня 

значимости.  

 
Таблица 3 

 
Статус гена KRAS у пациентов женского пола с КРР в разных возрастных группах /  

Status of the KRAS gene in female patients with colorectal cancer in different age groups  

 

Возраст 

Общее число 

пациентов, 

n=426 (100 %) 

Статус гена KRAS 
Значение 

критерия χ2 

Значение p, статистическая 

значимость 
Дикий тип, 

n= 245(57,5 %) 

Мутантный тип, 

n= 181 (42,4 %) 

≤ 60 лет 236 (55,4 %) 139 (58,9 %) 97 (41,1 %) 
0,42 0,5188 

> 60 лет 190 (44,6 %) 106 (55,7 %) 84 (44,2 %) 

≤ 55 лет 163 (38,2 %) 106 (65 %) 57 (35 %) 
6,11 0,0135 

> 55 лет  263 (61,7 %) 139 (52,8 %) 124 (47,1 %) 
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Наоборот, у пациенток старше 55 лет частота 

проявляемости мутаций в гене KRAS приблизитель-

но на 12 % выше аналогичного показателя для паци-

енток более молодого возраста (моложе 55 лет): со-

ответственно, эти показатели составляют 47,1 и  

35 %. Эти различия статистически достоверны для 

5%-го уровня значимости (χ2 = 6,11, p = 0,0135).  

Суммируя полученные данные, можно сделать 

вывод, что основной вклад в проявляемость раз-

личных частот мутантного варианта гена KRAS в 

различных возрастных группах пациентов вносят 

пациенты женского пола. Наибольшие различия 

проявлялись между пациентками возрастных 

групп моложе и старше 55 лет. Мы не исключаем, 

что это может объясняться значимым изменением 

гормонального статуса в эти возрастные периоды.  

 

Наше предположение подтверждается тем, что у 

пациентов мужского пола подобных закономерно-

стей в рамках данного исследования не выявлено 

(табл. 2). 

Проведенный в рамках данного исследования 

регрессионный анализ влияния только мутаций в 

гене KRAS без учета других клинико-

патологических характеристик пациентов не вы-

явил статистически достоверной связи различных 

вариантов мутаций с риском развития метастазов у 

пациента (табл. 4), хотя наличие мутации G12C 

почти в 2 раза уменьшало вероятность метастази-

рования опухолей. Однако ввиду того, что показа-

тель p для этого фактора равен 0,163, это утвер-

ждение можно отнести к тенденции, требующей 

дальнейшего изучения. 

 

Таблица 4 

 

Влияние различных вариантов мутаций KRAS на риск развития метастазов у пациентов с КРР без/с учетом  

клинических особенностей пациентов / Effect of different variants of KRAS mutations on the risk of developing  

metastases in patients with colorectal cancer without / taking into account the clinical features of patients 

 

Мутации KRAS / клинический показатель OR p 

95 % CI 

Нижняя  

граница 

Верхняя 

граница 

Без поправки на пол, возраст пациента, стадию и степень дифференцировки 

G12A 0,972 0,943 0,442 2,134 

G12C 0,552 0,163 0,239 1,272 

G12D 0,725 0,154 0,466 1,128 

G12R 0,840 0,790 0,234 3,019 

G12S 0,756 0,587 0,276 2,073 

G12V 0,917 0,803 0,464 1,812 

G13D 0,945 0,857 0,514 1,738 

С поправкой на пол, возраст пациента, стадию и степень дифференцировки 

Возраст 1,010 0,080• 0,999 1,022 

Пол: мужчины vs. женщины 1,151 0,390 0,835 1,587 

Стадия 2,061 <0,0001 1,790 2,373 

Стадия дифференцировки (G)* 0,985 0,857 0,831 1,166 

G12A 0,850 0,705 0,367 1,968 

G12C 0,509 0,130 0,213 1,221 

G12D 0,625 0,05• 0,389 1,006 

G12R 0,701 0,617 0,174 2,827 

G12S 0,694 0,504 0,237 2,030 

G12V 0,655 0,247 0,320 1,341 

G13D 0,926 0,817 0,484 1,772 

 

* – снижение уровня дифференцировки (G1→G2→G3); • – 0,05 < p < 0,1; p < 0,05. 

 

Как продемонстрировано в табл. 4, регрессион-

ная модель с мутациями в гене KRAS в качестве 

потенциальных предикторов прогрессирования 

КРР не показала статистически достоверного влия-

ния ни одного из вариантов мутаций. Однако после 

учета доступных в рамках данного исследования 

клинико-патологических характеристик пациентов 

(пол, возраст, стадия развития и степень диффе-

ренцировки опухолей) была обнаружена статисти-

чески достоверная связь с метастазированием му-

тации G12D в гене KRAS: снижение риска метаста-

зирования (OR = 0,625, 95 % CI 0,389–1,006,  

p = 0,05). Наоборот, вероятность образования мета-

стазов КРР достоверно связана с увеличением ста-

дии развития опухолей (OR = 2,061, 95 % CI 1,790–

2,373, p < 0,0001) и с увеличением возраста пациен-

та (на уровне тенденции, OR = 1,010, 95 % CI 

0,999–1,022, p = 0,080). Если сопоставить эти дан-
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ные с нашим наблюдением, что с возрастом у па-

циентов (особенно женского пола) увеличивается 

частота проявляемости мутантного типа гена 

KRAS, можно сделать вывод, что наличие мутант-

ного варианта гена KRAS является предиктором 

образования метастазов. 

Исследования молекулярного патогенеза КРР 

показали, что активация множественных сигналь-

ных путей играет важную роль в регуляции проли-

ферации клеток, ангиогенеза, подвижности клеток 

и апоптоза [12, 13]. KRAS, NRAS и BRAF являются 

расположенными ниже EGFR в сигнальном пути 

онкогенами, и их мутации могут привести к акти-

вации пути митоген-активируемых протеинкиназ 

(MARK) независимо от состояния вышележащего 

рецептора эпидермального фактора роста (EGFR) 

[14–16]. Клинически их мутации являются важны-

ми прогностическими маркерами при определении 

кандидатуры анти-EGFR-терапии [17–19]. Помимо 

пути MARK, другим важным сигнальным путем 

является путь фосфатидилинозитол-3-OH (PI3K), 

часто активируемый мутацией в гене PIK3CA [20, 

21]. PIK3CA также рассматривается как прогности-

ческий маркер в отношении анти-EGFR-терапии 

[22, 23]. В многочисленных отчетах зафиксирована 

частота мутаций KRAS, BRAF и PIK3CA в КРР 

[24–26]. Приводится все больше доказательств по-

лезности полного молекулярного профилирования 

при разработке стратегии лечения пациентов с КРР. 

В настоящее время пропагандируется расши-

ренное RAS-тестирование, которое тестирует не 

только 2-й экзон (как было принято ранее), но и 

экзоны 3-й (кодон 61) и 4-й (кодоны 117, 146) гена 

KRAS и экзоны 2, 3, 4 гена NRAS. Любая мутация 

RAS ассоциируется со статистически значимым 

ухудшением ВБП (HR =1,31, 95 % CI 1,07–1,60) 

[27]. Пациенты без мутаций RAS, которые были 

обнаружены с использованием расширенного про-

токола RAS (расширенный дикий тип), с наиболь-

шей вероятностью получали преимущество от тар-

гетной терапии (HR 0,72, 95 % CI 1,04–1,62). При 

сравнении эффективности протоколов FOLFIRI +  

+ цетуксимаб с FOLFIRI + бевацизумаб ВБП и ОВ 

были выше для цетуксимаба в популяции с расши-

ренным диким типом. Эти абсолютные различия 

были выше, чем при оценке всей популяции, пред-

назначенной для лечения, которая включала более 

ограниченную оценку мутационного статуса 

KRAS. 

Расширение анти-EGFR-терапии до адъювант-

ной терапии при неметастатическом КРР не проде-

монстрировало преимущества даже в случаях КРР 

дикого типа [28, 29]. Это наводит на мысль о раз-

личии в биологии опухолей на III стадии по срав-

нению с пациентами IV стадии. Имеются данные о 

том, что первая линия панитумумаб + FOLFOXIRI 

эффективна у пациентов с диким типом KRAS, 

HRAS, NRAS и BRAF со средним значением ВБП 

11,3 месяца [30]. Остается спорным вопрос, могут 

ли пациенты с мутациями KRAS G13D получить 

пользу от терапии анти-EGFR. В настоящее время 

роль тестирования сигнального пути EGFR при 

неметастатическом КРР не установлена, поскольку 

терапия анти-EGFR не показала эффективности у 

пациентов с КРР II и III стадии. Учитывая развива-

ющиеся знания о пути RAS, клинические испыта-

ния, включающие анти-EGFR-терапию, должны 

быть критически оценены в контексте критериев 

включения / исключения и стратегий тестирования 

RAS, в том числе с учётом популяционных особен-

ностей. 

Возрастающая сложность профилирования му-

таций для таргетной анти-EGFR-терапии указывает 

на необходимость более широкой молекулярной 

характеристики опухолей до и после начала лече-

ния. Будущие испытания должны лучше адаптиро-

ваться к тому, кто, по прогнозам, будет реагировать 

на таргетную терапию. Кроме того, комбинация 

таргетных терапий и двойное ингибирование ниже-

стоящих механизмов резистентности может ока-

заться ещё более успешной. 

В недавнем исследовании было выявлено увели-

чение доли мутантных опухолей, как KRAS, так и 

NRAS, у афроамериканских пациентов по сравне-

нию с европеоидами, что было более выраженным 

для NRAS. В соответствии с анализом Yoon и соавт. 

у североамериканских пациентов было обнаружено, 

что мутантные опухоли KRAS являются наиболее 

распространенным молекулярным подтипом среди 

афроамериканских пациентов. Около 68 % афро-

американских пациентов с КРР имеют мутацию 

RAS, что способствует худшим результатам при-

менения таргетной терапии. В Италии обнаружена 

значимая связь между мутацией NRAS и более 

короткой OВ по сравнению с опухолями дикого 

типа [6]. 

При исследовании китайской популяции мута-

ции во 2-м, 3-м, 4-м экзонах KRAS, NRAS и BRAF 

V600E была обнаружена у 36, 7,5, 3,5 и 2,5 % соот-

ветственно, что совпадает с данными, полученны-

ми в нашем исследовании. Частота встречаемости 

мутаций RAS была значительно выше в исследова-

ниях популяций европейских пациентов при мета-

статическом КРР (56,4 %, p = 0,015) и правосто-

роннем КРР (62,5 %, p = 0,003) [11]. 

В другом исследовании в 35,9 % (242/674) опу-

холей была выявлена мутация в гене KRAS, в 6,96 % 

(47/675) – мутация BRAF, в 9,9 (62/625) – мутация 

PIK3CA и в 4,19 % (26/621) – мутация NRAS. У 

женщин и пациентов старшей возрастной группы 
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наблюдалась более высокая частота встречаемости 

мутаций в гене KRAS (p = 0,018 и p = 0,031 соот-

ветственно), что также хорошо согласуется с ре-

зультатами, полученными в рамках настоящего 

исследования [31]. 

Общий показатель мутаций в генах KRAS, 

NRAS или BRAF имели 49 % опухолей. Из них 33 % 

находились в 12-м или 13-м кодонах гена KRAS. 

Интересно отметить, что мутации в генах KRAS, 

NRAS и BRAF не были взаимоисключающими с 

мутациями в генах PIK3CA и TP53 [32].  

Таким образом, в рамках настоящего исследо-

вания, направленного на повышение качества тар-

гетной терапии пациентов Юга России с метаста-

тическим КРР, установлена большая неоднород-

ность исследованной выборки пациентов с точки 

зрения частоты проявления мутаций в гене KRAS в 

зависимости от гендерной и возрастной стратифи-

кации пациентов. У пациентов женского пола и у 

пациентов старшей возрастной группы наблюдает-

ся более высокая частота проявления активирую-

щих мутаций в гене KRAS, что согласуется с ранее 

полученными нами данными [33, 34]. Из всех реги-

стрируемых в настоящем исследовании мутаций 

статистически достоверно на вероятность образо-

вания метастазов оказывает влияние мутация 

G12D. Прогрессирование развития опухоли у паци-

ентов статистически достоверно увеличивает веро-

ятность образования метастазов. 
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Цель работы – изучение биохимических показателей, отражающих состояние синдрома эндотоксикоза, у больных со 

злокачественным поражением желудка при различной степени дифференцировки аденокарциномы и при перстневидно-

клеточном раке желудка. 

В исследование включено 67 больных раком желудка в зависимости от гистотипа, разделенных на 4 группы: высоко- и 

умеренно дифференцированная аденокарцинома (G1-2); низкодифференцированная аденокарцинома (G3); перстневидно-

клеточный рак; сочетанное поражение желудка. Для оценки уровня эндогенной интоксикации исследовали содержание 

молекул средней массы и функциональные свойства альбумина. 

Во всех группах больных выявлено резкое увеличение индекса токсичности и коэффициента интоксикации, свиде-

тельствующее об усилении эндотоксикоза при злокачественном поражении желудка, что было обусловлено в основном 

падением детоксикационной способности альбумина. Статистически значимо более выраженные изменения наблюда-

лись у больных с низкодифференцированной аденокарциномой с максимальным изменением всех изученных показателей 

эндотоксикоза при прорастании опухоли в серозную оболочку и распространении на соседние структуры (T4 по систе-

ме классификации TNM). Полученные данные свидетельствуют о важности учета детоксикационной способности аль-

бумина при оценке тяжести состояния больных со злокачественным поражением желудка и назначении адекватного 

лечения.   

 
Ключевые слова: эндогенная интоксикация, связывающая способность альбумина, аденокарцинома желудка разной 

степени дифференцировки, перстневидно-клеточный рак. 

 
Aim of study - measuring biochemical indices reflecting endotoxicosis syndrome in gastric cancer patients with various adeno-

carcinoma grades and with signet ring cell gastric carcinoma. 

The study included 67 patients with gastric cancer divided into 4 groups in dependence on the tumor histotype: well- and moder-

ately-differentiated adenocarcinoma (G1-2); poorly-differentiated adenocarcinoma (G3); signet ring cell carcinoma; combined gas-

tric tumors. The content of medium mass molecules and functional properties of albumin were used to assess the level of endogenous 

intoxication. 

All groups of patients showed a sharp increase in the toxicity index and intoxication coefficient indicating increasing endotoxico-

sis in gastric cancer, mainly due to the decrease in the detoxification ability of albumin. More pronounced statistically significant 

changes were observed in patients with poorly-differentiated adenocarcinoma with the maximal changes in all endotoxicosis param-

eters in patients with tumor invasion to the serosa and its spread to the adjacent structures (T4 in the TNM classification). The re-

sults demonstrated the importance of the detoxification ability of albumin for the evaluation of the state of gastric cancer patients 

and for the adequate treatment planning. 

 
Keywords: endogenous intoxication, binding ability of albumin, gastric adenocarcinoma of various grades, signet ring cell car-

cinoma. 

 
Рак желудка (РЖ) – злокачественная опухоль, 

происходящая из эпителия слизистой оболочки же-

лудка, остается одним из самых распространенных 

заболеваний в мире. По данным мировой статисти-

ки, РЖ занимает 5-е место среди онкологической 

заболеваемости и ежегодно поражает около 1 млн 

чел. [1–3]. В 2015 г. зарегистрировано 754 000 слу-

чаев смерти от этого заболевания [4]. В России РЖ 

занимает 4-е место по заболеваемости злокаче-

ственными заболеваниями у мужчин и 5-е место – 

у женщин, а по смертности находится на 2-м месте 

после рака легкого у мужчин и рака молочной же-

лезы у женщин. За 10 лет – с 2005 по 2014 г. – в 

нашей стране РЖ заболело 204 278 мужчин и  

172 629 женщин, умерло 197 596 мужчин и 148 931 

женщин [5]. По уровню смертности от РЖ Россия в 

ранжированном ряду 45 стран занимает 2-е место у 

мужчин и 3-е – у женщин. Несмотря на разработку 

новых способов лечения РЖ [6] и снижение забо-

леваемости за последние 10 лет, показатель леталь-

ности на 1-м году даже увеличился, что связано с 

увеличением доли больных с IV стадией [7].  

Основными гистологическими типами РЖ явля-

ются аденокарцинома (АК), подразделяемая по сте-

пени дифференцировки на высоко-, умеренно и низ-

кодифференцированную, и перстневидно-клеточный 

рак (ПКР). Однако при анализе имеющихся много-

численных классификаций опухолей желудка выяв-

ляется большое количество противоречий [8].  

Многофакторная природа РЖ, как и большин-

ства злокачественных новообразований, обеспечи-

вает высокую гетерогенность его клинико-

морфологических проявлений, что существенно 

затрудняет оценку прогноза заболевания, а следо-

вательно, и выбор тактики лечения. В основе такой 

гетерогенности лежат молекулярно-биологические 

различия опухолей, позволяющие дискриминиро-

вать гистотипы и подтипы заболевания внутри ги-

стотипов, выявляя группы со схожими опухолевы-

ми фенотипами и поведением. Предложено множе-

ство прогностических факторов при РЖ. Но их 

трактовка для оценки риска прогрессирования за-

болевания в большинстве случаев неоднозначна, 

что требует как продолжения независимых иссле-

дований для валидации уже имеющихся маркеров, 

так и поиска новых биологических [9]. Перспек-

тивными представляются молекулярно-

генетические исследования. Показано, что измене-
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ние числа копий ряда генов специфично для РЖ 

определенного гистологического типа, а также за-

висит от стадии дифференцировки опухолевых 

клеток [10].  

У большинства больных течение онкологиче-

ского заболевания сопровождается формированием 

эндотоксического синдрома, при этом проведение 

хирургического вмешательства, а также химиолу-

чевого лечения способствует прогрессированию 

эндотоксикоза [11]. Усиление эндогенной интокси-

кации наблюдали у больных РЖ в раннем после-

операционном периоде [12]. Однако изучение по-

казателей эндогенной интоксикации в сравнитель-

ном аспекте при разных гистологических типах РЖ 

не проводилось. 

Целью данной работы явилось изучение показа-

телей, отражающих состояние синдрома эндоток-

сикоза, у больных со злокачественным поражением 

желудка при различной степени дифференцировки 

АК и при ПКР желудка. 

 
Материалы и методы 

 
В исследование включено 67 больных РЖ. 

Средний возраст пациентов – 60 лет.  В зависимо-

сти от гистотипа опухоли больные были разделе-

ны на 4 группы: 1) высоко- и умеренно дифферен-

цированная АК (G1-2) – 19 чел., из которых  

14 мужчин и 5 женщин; 2) низкодифференциро-

ванная АК (G3) – 14 больных, 11 мужчин и  

3 женщины; 3) ПКР – 22 человека, 11 мужчин и  

11 женщин; 4) сочетанное поражение желудка 

(СПЖ) – АК с наличием перстневидно-клеточных 

фрагментов – 12 больных, 8 мужчин и 4 женщины. 

В группе G1-2 в 95 % случаев была выявлена уме-

ренно дифференцированная АК. Кроме того, от-

дельно были проанализированы результаты ис-

следования у больных низкодифференцированной 

АК (G3) с прорастанием опухоли в серозную обо-

лочку и распространением на соседние структуры 

(T4 по системе классификации TNM). Одновре-

менно было обследовано 12 относительно здоро-

вых мужчин и женщин без онкопатологии, сред-

ний возраст которых сопоставим с возрастом об-

следованных больных (группа доноров). 

Для оценки уровня эндогенной интоксикации у 

больных РЖ исследовали содержание молекул 

средней массы (МСМ) и функциональные свойства 

альбумина. Содержание МСМ в плазме крови опре-

деляли по модифицированному методу Н.И. Габри-

элян, В.И. Липатовой при двух длинах волн (254 и 

280 нм) [13]. Общую концентрацию альбумина 

(ОКА) определяли унифицированным колоримет-

рическим методом с использованием набора реа-

гентов «Ольвекс Диагностикум», Санкт-Петербург,  

 

эффективную концентрацию альбумина (ЭКА), т.е. 

его транспортную функцию, – модифицированным 

методом с использованием конго красного. Степень 

сорбции токсических лигандов (резервную связы-

вающую способность альбумина (ССА)), соответ-

ствующую отношению величин свободных связей 

пула молекул альбумина к общему количеству его 

связей, оценивали по отношению ЭКА/ОКА  100 %. 

Рассчитывали индекс токсичности (ИТ) по формуле 

ИТ = ОКА/ЭКА – 1. Баланс между накоплением в 

плазме крови и связыванием токсических лигандов 

оценивали с помощью коэффициента интоксикации 

(КИ), который рассчитывали по формуле КИ = 

(МСМ254/ЭКА)  1000 [14]. 

Статистическую обработку результатов проводили 

с использованием пакета программ STATISTICA 6.0. 

Различия считали статистически значимыми при 

0p<0,05, а при 0,1>p>0,05 – на уровне статистиче-

ской тенденции к значимости. 
 

Результаты и обсуждение 
 

У больных АК имело место снижение ОКА: при 

АК G1-2 – на 16,1 % (р<0,001), при низкодиффе-

ренцированной АК – на 20,3 % (р<0,001). При ПКР 

ОКА значимо не отличалась от уровня доноров и 

была выше, чем при АК, на 11,817,7 % (р<0,02). 

При СПЖ снижение ОКА составляло 9,5 % (р<0,05) 

относительно доноров. Изменение функциональной 

активности альбумина было существенно более вы-

раженным: ЭКА и резервная ССА в группе G1-2 

снижены на 31,6 и 17,7 %, в группе G3 – на 39,5 и 

24,5 % соответственно. Во всех случаях р<0,001. 

При ПКР ЭКА была снижена на 28,4 %, ССА – на 

24,3 (р<0,001); при СПЖ – на 22,5 и 13,9 % (р<0,05) 

соответственно (таблица).  

Статистически значимых изменений содержа-

ния низкомолекулярной фракции МСМ в основных 

группах не наблюдалось, лишь у больных с T4 

МСМ254 были увеличены на 46 %, а при СПЖ от-

мечена тенденция к увеличению на 18 %. Уровень 

МСМ280 был значимо увеличен лишь у больных с 

низкодифференцированной АК на 38,3 %, особенно 

при T4 – на 52,3 %. 

ИТ, отражающий функциональное состояние 

молекулы альбумина, зависящее от конформацион-

ных изменений его молекулы, во всех группах 

больных статистически значимо превышал уровень 

доноров: при G1-2 – в 2,3 раза, при G3 – в 3,3, при 

ПКР – в 3,2 (р<0,010,001), при СПЖ – в 2,2 раза 

(р<0,05). Наибольшее увеличение ИТ наблюдали у 

больных с прорастанием опухоли в серозную обо-

лочку желудка и распространением на соседние 

структуры – в 4,6 раза. 
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Функциональное состояние молекулы альбумина и содержание МСМ в крови больных РЖ / The functional state of 

the albumin molecule and the content of middle-weight molecules in the blood of patients with gastric cancer 

 
Группа ОКА, г/л ЭКА, г/л ССА, % МСМ 254 нм, у.е. МСМ 280 нм, у.е. ИТ КИ 

Здоровые, n=12 44,67±1,16 36,49±1,26 81,92±1,95 0,250±0,007 0,235±0,008 0,229±0,032 6,83±0,18 

АК 

G1-2, n=19  37,5±1,21 

р=0,000275 

24,96±1,09 

р=0,000000 

67,42±2,35 

р=0,000144 

0,268±0,019 

р>0,1 

0,257±0,018 

р>0,1 

0,532±0,06 

р=0,000638 

10,6±1,01 

р=0,005352 

G3, n=14  35,62±1,71 

р=0,000224 

22,08±2,09 

р=0,000008 

 

61,81±4,59 

р=0,000862 

0,306±0,031 

р>0,1 

0,325±0,039 

р=0,048087 

 

0,756±0,146 

р=0,003150 

 

15,89±2,32 

р=0,001470 

р1=0,031226 

 T4, G3, n=5 35,06±2,9 

р=0,001686 

19,76±2,72 

р=0,000011 

64,2±8,93 

р=0,009434 

0,365±0,059 

р=0,009025 

р1=0,051043 

0,358±0,068 

р=0,013167 

р1=0,050407 

1,06±0,153/4 

р=0,000001 

р1=0,001756 

22,85±4,29/4 

р=0,000007 

р1=0,000349 

ПКР 

n= 22   41,92±1,17 

р>0,1 

р1=0,012782 

р2=0,003672 

26,13±1,73 

р=0,000177 

62,03±3,35 

р=0,000131 

0,272±0,012 

р>0,1 

0,265±0,013 

р>0,1 

0,739±0,096 

р=0,000240 

р1=0,077488 

11,39±1,07 

р=0,002294 

р2=0,064432 

СПЖ 

n=12 40,41±1,43 

р=0,028865 

р2=0,012782 

28,29±1,89 

р=0,001575 

р2=0,039699 

70,55±4,62 

р=0,033670 

0,295±0,023 

р=0,076403 

0,273±0,031 

р>0,1 

0,500±0,118 

р=0,037172 

10,9±1,05 

р=0,000916 

р2=0,076328 

 

Примечание. Статистическая значимость различий по сравнению: р – с донорами; р1 – с больными АК G1-2; р2 – АК G3. 

 
КИ, являющийся интегральным показателем эн-

дотоксикоза, отражающим как накопление эндото-

кинов, так и снижение детоксикационных возмож-

ностей альбумина, во всех группах больных стати-

стически значимо превышал уровень в группе без 

онкопатологии. В группе больных умеренно диф-

ференцированной АК увеличение составило 55,2 %, 

а при низкодифференцированной опухоли – 132,7; 

при Т4 – 234,6 %. У больных ПКР КИ был увели-

чен на 66,8 %, у больных с СПЖ – на 59,6. 

Таким образом, во всех проанализированных 

нами группах больных со злокачественным пора-

жением желудка выявлено нарушение систем де-

токсикации, на что указывало нарушение струк-

турно-функциональных свойств основного белка 

плазмы крови – альбумина, проявлявшееся в сни-

жении его способности связывать эндотоксины. 

При этом уровень МСМ, являющийся общеприня-

тым универсальным биохимическим маркером эн-

дотоксимии, оказался повышенным лишь у части 

больных, что приводило к большому разбросу дан-

ных и отсутствию статистически значимых отли-

чий в ряде случаев (например, МСМ254 у больных с 

G3). Резкое увеличение ИТ и КИ свидетельствова-

ло об усилении эндотоксикоза во всех группах, что 

было обусловлено в основном падением детокси-

кационной способности альбумина. Более выра-

женные изменения наблюдались у больных низко-

дифференцированной АК, у которых КИ был ста-

тистически значимо выше, чем у больных умерен-

но дифференцированной АК, и проявлял тенден-

цию к увеличению относительно больных ПКР и с 

СПЖ. Наиболее значительное изменение всех изу-

ченных показателей эндотоксикоза было характер-

но для больных низкодифференцированной АК,  

у которых происходили прорастание опухоли в се-

розную оболочку и распространение на соседние 

структуры. При этом у большинства больных с T4 

нарушение регуляции процессов эндотоксикоза 

проявлялось в резком повышении концентрации 

МСМ и значений КИ, а у отдельных больных отме-

чалось лишь снижение ЭКА при низкой концен-

трации МСМ. 

Развитие ПКР желудка, как и наличие перстне-

видно-клеточных компонентов при АК (СПЖ), не 

вызывало дополнительного усиления эндотоксикоза. 

Согласно результатам молекулярно-генети-

ческих исследований, проведенных у части паци-

ентов, вошедших в наше исследование, у больных 

ПКР и СПЖ (АК G3 + ПКР) обнаружено стати-

стически значимое увеличение относительной ко-

пийности гена GSTP1, кодирующего глутатион-S-

трансферазу – один из ферментов 2-й фазы систе-

мы детоксикации [15]. Можно предположить, что 

активация глутатион-S-трансферазного пути де-

токсикации, возможно, вносит вклад в более низ-

кий уровень эндотоксикоза, выявленный нами  

у больных ПКР и при СПЖ, по сравнению с боль-

ными низкодифференцированной АК (G3), осо-

бенно при T4. 
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Результаты, представленные в данном исследо-

вании, позволяют предположить важность учета 

детоксикационной возможности молекулы альбу-

мина при оценке тяжести состояния больных со 

злокачественным поражением желудка и назначе-

нии адекватного лечения.  

Наряду с исследованием копийности различных 

генетических локусов: апоптоз-регулирующих ге-

нов, специфически изменяющихся при разных ги-

стотипах РЖ [16], гена GSTP1 – возможного био-

маркера ПКР [15], генов OCT4 и SOX2, рассматри-

ваемых в качестве потенциальных биомаркеров 

малигнизации тканей желудка [17], оценка ИТ и 

КИ, отражающих функциональное состояние аль-

бумина, может дать клиницистам дополнительную 

информацию о течении послеоперационного пери-

ода больных РЖ и возможности раннего продол-

женного роста опухоли. Исследование этих биохи-

мических показателей эндотоксикоза является ма-

лозатратным и доступным для выполнения в любой 

клинико-диагностической лаборатории.  
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В связи с результатами многочисленных исследований противоопухолевого действия низкоинтенсивных сверхнизкоча-

стотных электромагнитных излучений обсуждается известная гипотеза о канцерогенном действии магнитных полей, 

обусловленном снижением уровня эпифизарного мелатонина. В экспериментах на крысах с перевивной саркомой 45 показа-

но, что выраженное противоопухолевое действие активационной магнитотерапии сопровождается достоверным сниже-

нием в пинеалоцитах уровня серотонина, являющегося предшественником мелатонина. Такое изменение содержания моно-

амина авторы рассматривают как следствие увеличения его секреции в связи с развитием антистрессорных адаптацион-

ных реакций спокойной и повышенной активации. Обсуждается возможное участие серотонина в реализации противоопу-

холевого эффекта магнитотерпии, обусловленное его влиянием на клетки иммунной системы. 

 
Ключевые слова: низкоинтенсивное сверхнизкочастотное магнитное поле, активационная терапия, мелатонин, серо-

тонин, эпифиз, опухоли, тимус. 

 
In connection with the results of numerous studies of the antitumor effect of electromagnetic radiation of low-intensity and ultra-

low-frequency, the well-known hypothesis about the carcinogenic effect of magnetic fields caused by a decrease in the level of epi-

physeal melatonin is discussed. In experiments on rats with sarcoma 45, it was shown that the pronounced antitumor effect of activa-

tion magnetotherapy was accompanied by significantly decreasing pinealocyte levels of serotonin that is a is a precursor of melato-

nin. Such changes in the monoamine content were considered by the authors as a result of the increase in its secretion due to the 

development of antistress adaptational reactions of calm and elevated activation. Possible participation of serotonin in the realiza-

tion of the antitumor effect of magnetotherapy, due to its effect on the cells of the immune system, is discussed. 

 
Keywords: magnetic field of low-intensity and ultra-low-frequency, activation therapy, melatonin, serotonin, epiphysis, tumors, 

thymus. 

 
Введение  

 
Литература о влиянии низкоинтенсивных сверх-

низкочастотных магнитных полей (СНЧ МП) на 

биологические объекты чрезвычайно обширна и 

отличается определенной противоречивостью. 

Отсутствие общепризнанной теории первичного 

биофизического механизма биологического дей-

ствия слабых магнитных полей и недостаточное 

применение многими авторами системного подхо-

да к оценке состояния организма и его подсистем 

до, в ходе и после магнитного воздействия без-

условно тормозят развитие магнитобиологии [1, 

2]. Тем не менее это направление электромагнито-

биологии насчитывает, пожалуй, наиболее дли-

тельную историю и уже может опереться на целый 

ряд установленных закономерностей.  

Направленность и выраженность эффектов сла-

бых СНЧ МП зависят от их биотропных парамет-

ров, а также свойств и состояния воспринимающих 

их биологических объектов [3–5]. При этом было 

показано, что магнитные воздействия могут обу-

словливать структурно-функциональные изменения 

на разных уровнях организации живых систем, од-

нако наиболее реактивными являются регулятор-

ные системы, кора и высшие вегетативные центры 

(эпифиз, гипоталамус, гипофиз).  

Известны эффекты магнитных полей различной 

направленности. Как правило, негативное влияние 

на организм человека и животных оказывают маг-

нитные поля искусственного происхождения, отли-

чающиеся относительно большой величиной ин-

дукции или действующие в течение значительного 

времени. Их можно рассматривать как стрессоген- 
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ные факторы, обусловливающие так называемое 

техногенное загрязнение среды [6–8]. В то же вре-

мя давно установленные и активно используемые 

положительные эффекты слабых магнитных излу-

чений позволили обеспечить магнитотерапии 

прочные позиции в ряду методов физиотерапии, 

широко применяемых в разных областях медици-

ны. Было показано, что одним из основных меха-

низмов, лежащих в основе лечебного действия сла-

бых СНЧ МП, является развитие антистрессорных 

адаптационных реакций (АР), способствующих 

проявлению целого ряда положительных эффектов, 

в том числе противоопухолевого действия данного 

фактора [4, 9, 10]. 
Противоопухолевый эффект с помощью маг-

нитного поля как самостоятельного фактора впер-
вые был получен супругами Барноти [11] и чуть 
позже – российскими исследователями М.А. Уко-
ловой и Г.Г. Химичем [12]. В дальнейшем, после 
открытия антистрессорных АР [13], были разрабо-
таны основы активационной магнитотерапии [14]. 
Эта медицинская технология продемонстрировала 
высокую эффективность в отношении эксперимен-
тальных опухолей животных [14–16] и в настоящее 
время стала все более активно использоваться в 
качестве сопровождающего лечения больных со 
злокачественным процессом различной локализа-
ции [9, 17, 18]. 

В отличие от исследований отечественных 
ученых, аналогичные работы за рубежом со вре-

мени экспериментов Барноти практически неиз-

вестны. Вероятно, данное обстоятельство наряду с 

другими факторами обусловило весьма насторо-
женное отношение зарубежных коллег к эффектам 

магнитных полей на организм человека и живот-

ных. В конце ХХ в. в связи с проблемой профи-

лактики онкологических заболеваний возникло 

серьезное расхождение между целым рядом рос-
сийских и иностранных специалистов в оценке 

влияния СНЧ МП на развитие опухолевого про-

цесса. Во многом это было связано с так называе-

мой «мелатониновой» гипотезой, рассматриваю-
щей магнитное поле как однозначно канцероген-

ный фактор, поскольку оно могло вызывать сни-

жение уровня мелатонина, который, в свою оче-

редь, и по сей день большинством исследователей 

рассматривается как гормон с однозначно проти-
воопухолевым действием [19–21]. 

В дальнейшем эта разница в подходах была за-

метно снижена в связи с данными о разнонаправ-

ленном изменении уровня мелатонина при опухо-

левом процессе [22] и действии электромагнитных 

полей на организм человека и животных [23, 24], 

увеличившимся потоком исследований зарубежных 

авторов противоопухолевых эффектов слабых маг-

нитных полей (МП) [25–27], а также неоднозначными 

результатами длительного мониторинга заболеваемо-

сти при действии техногенных  электромагнитных 

излучений [28]. В то же время полагать, что мелато-

ниновая» гипотеза к настоящему времени уже остав-

лена научным сообществом как не подтвержденная 

фактами парадигма, представляется преждевремен-

ным [29–31]. 

Очевидно, для окончательного ответа на во-

прос о справедливости рассматриваемой гипотезы 

необходимо изучить динамику уровня эпифизар-

ного мелатонина и его предшественников, сопро-

вождающую выраженные противоопухолевые эф-

фекты СНЧ МП. В этой связи интерес представля-

ет серотонин, являющийся фактором стресс-

лимитирующих систем [32–34] и непосредствен-

ным предшественником основного низкомолеку-

лярного гормона эпифиза. 

С целью выяснения вопроса о влиянии эффек-

тивных в отношении опухолей магнитных воздей-

ствий на уровень эпифизарного серотонина нами 

были проведены исследования содержания этого 

моноамина в пинеалоцитах животных-

опухоленосителей, у которых наблюдалась регрес-

сия опухолей, вызванная активационной магнитоте-

рапией. 

 
Материалы и методы исследования 

 
Эксперименты проводили на 49 белых беспо-

родных крысах-самцах весом 180–290 г. При этом 

соблюдали международные этические нормы об-

ращения с экспериментальными животными. Ис-

пользовали штамм перевивной саркомы 45. Крысы 

были распределены по 3 группам. Две контрольные 

группы включали крыс-опухоленосителей (n=12) и 

самцов без опухолей (n=11). Основную группу со-

ставили животные с саркомой 45, которые были 

подвергнуты воздействию низкоинтенсивного СНЧ 

МП (n=26). Опухоль перевивали по общепринятой 

методике в заднюю боковую поверхность спины. 

Воздействие начинали по достижении саркомой 45 

объема 0,71,2 см3. Для генерации СНЧ МП ис-

пользовали аппарат «Градиент-2». Воздействие 

осуществляли на голову животного, находившегося 

в плексигласовой камере. Параметры воздействия – 

50 Гц, 0,7 мТл, индукцию изменяли в диапазоне 

25 мин в соответствии с режимом активационной 

терапии, учитывающим показатели лейкоцитарной 

формулы крови, по которым оценивали характер и 

напряженность АР [14], которую определяли 2 раза 

в неделю. Для этого производили забор крови из 

вены, расположенной на медиальной поверхности 

бедра. Длительность курса воздействия составила  
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3 недели. При этом крыс-самцов контрольных 

групп с опухолью и без опухоли также помещали  

в камеры на время осуществления магнитного воз-

действия в основной группе.  

По окончании эксперимента животные были за-

биты путем декапитации с использованием эфирно-

го наркоза. Эпифиз и тимус взяты на гистохимиче-

ское исследование. После парафиновой проводки 

тимус окрашивали по методу Браше, позволяющему 

выявлять нуклеопротеиды, оценивать функциональ-

ное состояние и степень дифференцировки лимфо-

идных элементов. Морфометрически определяли 

стромально-паренхиматозный коэффициент, харак-

теризующий наряду с относительным весом тимуса 

активность лимфопролиферативных процессов в 

органе. Кроме того, в дольках тимуса оценивали 

количество тканевых базофилов с определением 

относительного числа клеток, локализованных в 

непосредственной близости к тимоцитам («контак-

ты» тканевых базофилов и тимоцитов). Каждый 

случай характеризовался данными, полученными 

при анализе препарата в 10 полях зрения в каждом 

из 3–5 срезов органа при увеличении в 400 раз.  

Относительное содержание эпифизарного серо-

тонина оценивали методом флуоресцентной гисто-

химии в криостатных срезах (5–7 мкм) предвари-

тельно замороженного в жидком азоте эпифиза. Их 

располагали на предметных стеклах и инкубирова-

ли в парах формальдегида [35]. При этом в резуль-

тате реакции конденсации моноамина с парафор-

мальдегидом образовывались флуоресцирующие 

соединения. Для просмотра готовых препаратов и 

измерения интенсивности флуоресценции исполь-

зовали люминесцентный микроскоп ЛЮМАМ-И3 с 

фотометрической насадкой ФМЭЛ-1А со свето-

фильтрами, соответствующими спектральным ха-

рактеристикам излучений продуктов превращения  

 

серотонина. При этом использовали зонд 0,5 и уве-

личение 900. Измерение проводили в 5070 локу-

сах эпифиза.  

При статистическом анализе полученных ре-

зультатов  использовали t-критерий Стьюдента и 

критерий Вилкоксона – Манна – Уитни. 

 
Результаты и обсуждение 

 

К концу курса активационной магнитотерапии  

в основной группе животных можно было выде-

лить две подгруппы крыс, отличавшихся выражен-

ностью противоопухолевого эффекта СНЧ МП. У 

животных подгруппы 1 была отмечена регрессия 

опухоли, у крыс подгруппы 2 – торможение роста 

саркомы 45 на 48 % (табл. 1). Изучение спектра АР 

в исследованных группах животных свидетель-

ствовало о развитии хронического стресса у крыс-

опухоленосителей контрольной группы. В основ-

ной группе животных, напротив, преобладали ан-

тистрессорные АР. При этом в подгруппе 1 в 67 % 

случаев были отмечены АР спокойной и повышен-

ной активации, которые, как известно, сопровож-

даются наиболее значительным повышением не-

специфической резистентности организма [13, 14]. 

Антистрессорное влияние СНЧ МП у крыс под-

группы 2 было менее выраженным – АР спокойной 

и повышенной активации встречались только в  

18 % случаев, почти у половины животных была 

отмечена АР-стресс (табл. 1). Показатель «вес ти-

муса/вес надпочечников», отражающий характер и 

напряженность АР [14, 36], вполне соответствовал 

спектру интегральных реакций в каждой из групп 

(табл. 1). Рассматриваемые характеристики АР в 

подгруппе 1 практически не отличались от показа-

телей у крыс без опухолей. 

Таблица 1 

 
Показатели состояния животных и размеры саркомы 45 по окончании курса активационной магнитотерапии /  

Indicators of the state of animals and the size of sarcoma 45 after the course of activational magnetic therapy 

 

Группа Объем опухоли 
Случай развития  

антистрессорных АР, %  

Случай АР-стресс, 

%  

Вес тимуса/  

вес надпочечников  

Контроль (n=12) 21,9±2,0 0 100♦ 2,23±0,22♦ 

СНЧ МП 

(n=26) 

1 (n=9) 

0,73±0,4*♦ 
100* 0*♦ 5,10±0,09*♦ 

2 (n=17) 

11,3±1,5* 
53* 47* 3,70±0,35* 

Животные без 

опухоли (n=11) 
– 100* 0*♦ 5,3±0,12*♦ 

 

Примечание. СНЧ МП 1 и 2 – подгруппы крыс-опухоленосителей соответственно с большей и меньшей выраженностью 

противоопухолевого эффекта активационной магнитотерапии; * – отличается от значений в контрольной группе, p<0,05;  

♦ – отличается от значений в подгруппе СНЧ МП 2, p<0,05. 
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Для более полного анализа влияния СНЧ МП в 

режиме активационной терапии на организм крыс-

опухоленосителей были изучены изменения в ти-

мусе как центральном органе иммунитета. Относи-

тельный вес тимуса и стромально-паренхиматоз-

ный коэффициент свидетельствовали о выражен-

ной активизации лимфопролиферативных процес-

сов под влиянием СНЧ МП (табл. 2), что полно-

стью соответствовало результатам многочисленных 

исследований иммунотропных эффектов активаци-

онной терапии [13, 14, 16].  

При анализе интенсивности флуоресценции 

продуктов превращения серотонина в эпифизе 

крыс-опухоленосителей исследованных групп было 

выявлено достоверное снижение уровня этого мо-

ноамина под влиянием низкоинтенсивного СНЧ 

МП на 1542 % по сравнению с показателями у 

животных контрольной группы (рисунок). 

 
Таблица 2 

 
Лимфопролиферативная активность в тимусе крыс по окончании курса активационной магнитотерапии /  

Lymphoproliferative activity in the thymus of animals after the course of activational magnetic therapy 

 

Группа Объем опухоли Относительный вес тимуса Величина долек СПК100 

Контроль 

(n=12) 
21,9±2,0♦ 0,21±0,04 Мелкие 5,2±1,0♦ 

СНЧ МП 

(n=26) 

1 (n=9) 

0,73±0,4*♦ 
0,66±0,12* Средние и крупные 2,5±0,7* 

2 (n=17) 

11,3±1,5* 
0,52±0,08* Мелкие и средние 2,4±0,6* 

Животные без 

опухоли 

(n=11) 

– 0,63±0,09* Средние и крупные 2,7±0,7* 

 
Примечание. СПК – стромально-паренхиматозный коэффициент;* – отличается от значений в контрольной группе, p<0,05; 

♦ – отличается от значений в подгруппе СНЧ МП 2, p<0,05. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Изменение содержания серотонина в эпифизе и признаки активизации межклеточных взаимодействий в тимусе крыс с сар-

комой 45 под влиянием активационной магнитотерапии: ТБ – тканевые базофилы в тимусе; * – отличается от значений в 

контрольной группе, p<0,05; ♦ – отличается от значений в подгруппе СНЧ МП 2, p<0,05 / Change in serotonin content in the 

epiphysis and signs of activation of intercellular interactions in the thymus of rats with sarcoma 45 under the influence of activation 

magnetotherapy: TB - tissue basophils of thymus; * - differs from the values in the control group, p <0.05; ♦ -– differs from the val-

ues in the subgroup of the ULF MP 2, p <0.05 

 
При этом в подгруппе 1 такое снижение уровня 

моноамина было выражено в 1,2 раза сильнее, чем 

в подгруппе 2 (p<0,05). Таким образом, максималь-

но выраженный противоопухолевый эффект слабо-

го магнитного воздействия, заключавшийся в ре-

грессии саркомы 45, сопровождался наиболее зна-
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чительным снижением уровня предшественника 

эпифизарного мелатонина.  

По нашему мнению, выраженное уменьшение 

содержания серотонина в эпифизе под влиянием 

СНЧ МП в подгруппе 1 могло быть связано с уси-

лением его секреции, а не с угнетением активности 

шишковидной железы. В пользу данного предпо-

ложения свидетельствуют имеющиеся в литературе 

сведения о серотониногенном действии магнитных 

полей [37]. Усиление секреции эпифизарного серо-

тонина также могло быть обусловлено антистрес-

сорным действием СНЧ МП, поскольку ранее была 

показана активизация серотонинергических про-

цессов при развитии АР спокойной и повышенной 

активации, а также при переходе АР тренировки в 

АР спокойной активации [38, 39].  

При анализе возможных последствий усиления 

секреции серотонина под влиянием СНЧ МП необ-

ходимо учитывать широкий спектр дозозависимых 

иммуномодулирующих влияний этого моноамина 

[40] и его способность оказывать ингибирующее 

действие на рост опухоли [41, 42], которые могли 

сыграть определенную роль в реализации эффектов 

активационной магнитотерапии. В связи с этим 

представляют интерес результаты изучения особен-

ностей расположения тканевых базофилов тимуса у 

крыс-опухоленосителей контрольной и основной 

групп. Показатель числа тканевых базофилов у 

крыс, получавших магнитное воздействие, был в  

1,5 раза выше, чем в контрольной группе (p<0,05). 

При этом значения этого показателя, а также сте-

пень дегрануляции тканевых базофилов в тимусе 

животных разных подгрупп основной группы за-

метно не различались.  

В то же время наблюдалась весьма значительная 

разница между сравниваемыми группами и под-

группами животных в относительном числе клеток, 

расположенных в непосредственно близости от 

тимоцитов (рисунок). Максимальные значения бы-

ли отмечены в подгруппе 1 основной группы крыс. 

Они в 1,8 раза превышали этот показатель у жи-

вотных подгруппы 2 и в 10 раз – у крыс контроль-

ной группы (рисунок), у которых основная часть 

тканевых базофилов была локализована в меж-

дольковой соединительной ткани. Таким образом, 

наиболее выраженный противоопухолевый эффект 

СНЧ МП коррелировал с наиболее значительным 

числом «контактов» тимоцитов и тканевых базо-

филов. Как известно, тканевые базофилы рассмат-

риваются как основные регуляторы локального 

гомеостаза в лимфоидной паренхиме тимуса [43]. 

Это позволяет говорить о более значительной ак-

тивизации межклеточных взаимодействий в тиму-

се крыс подгруппы 1 и более выраженном влиянии 

тканевых базофилов на функциональную актив-

ность тимоцитов у этих животных. Таким образом, 

у крыс-опухоленосителей с наиболее выраженным 

противоопухолевым эффектом активационной маг-

нитотерапии снижение уровня эпифизарного серо-

тонина сочеталось с развитием антистрессорных 

АР спокойной и повышенной активации, значи-

тельным повышением лимфопролиферативной ак-

тивности и признаками активизации межклеточных 

взаимодействий в тимусе. 

 

Заключение 
 

Полученные результаты свидетельствуют о том, 

что регрессия перевивных опухолей эксперимен-

тальных животных под влиянием активационной 

магнитотерапии сопровождается выраженным сни-

жением уровня эпифизарного серотонина, являюще-

гося предшественником мелатонина. Одновременно 

наблюдаются значительное усиление лимфопроли-

феративной активности и признаки активизации  

межклеточных взаимодействий в тимусе. Это дает 

дополнительное основание для сомнений в справед-

ливости гипотезы о канцерогенном действии маг-

нитных полей, обусловленном снижением уровня 

эпифизарного мелатонина, а также позволяет пред-

положить значительную роль серотонинергических 

процессов в реализации противоопухолевых эффек-

тов магнитных воздействий. 
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Изложены результаты экспериментальных исследований противоопухолевого и антиметастатического эффекта раз-

личных сочетаний иммуномодуляторов ронколейкина (IL-2), ингарона (INF-γ), рефнота (TNF-α с тимозином) и цитоста-

тика (доксорубицин). Исследование проведено на мышах линии C57Bl/6. Животным экспериментальных групп была транс-

плантирована меланома B16 в дозе 5106 клеток. Иммуномодуляторы комбинировали между собой или с цитостатиком 
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(ронколейкин+ингарон, ронколейкин+ингарон+рефнот, ронколейкин+доксорубицин, ронколейкин+рефнот, доксорубицин). 

Наилучший эффект обнаружен от воздействия комбинации ронколейкин+ингарон: высокий процент торможения роста 

опухоли как в процессе введения (29,7 %), так и после окончания воздействия (38,5 %) и стопроцентный антиметастати-

ческий эффект. Торможение роста опухоли сопровождалось морфологически регистрируемыми дистрофическими изме-

нениями опухолевых клеток и выраженной лейкоцитарной инфильтрацией. Морфологическое исследование тимуса выявило 

развитое корковое вещество с  плотным расположением тимоцитов, что предполагает активное состояние Т-клеточного 

звена иммунитета, которое подтверждается результатами субпопуляционного анализа клеток селезенки (увеличение 

содержание T-клеток за счет Th относительно контроля). Полученные данные свидетельствуют об антиметастатиче-

ском и иммуномодулирующем действии комбинации ронколейкин+ингарон, что позволяет рассматривать данную комби-

нацию в качестве оптимальной при лечении онкологических больных. Помимо этого, проведенное исследование доказывает 

актуальность поиска действенных сочетаний имеющихся иммуномодуляторов. 

 
Ключевые слова: ронколейкин, ингарон, рефнот, доксорубицин, C57Bl/6, B16, T-клетки, B-клетки, Th, CTL. 

 
The articles deals with the results of experimental studies of antitumor and antimetastatic effects of various combinations of im-

munomodulators Roncoleukin (IL-2), Ingaron (INF-γ) and Refnot (TNF-α with thymosin) and cytostatics (Doxorubicin). The study 

included C57Bl/6 mice; B16 melanoma was transplanted at a dose of 5106 cells to animals of experimental groups. Immunomodula-

tors were combined with each other or with cytostatics (Roncoleukin+Ingaron, Roncoleukin+Ingaron+Refnot, Ronco-

leukin+Doxorubicin, Roncoleukin+Refnot, Doxorubicin). Roncoleukin+Ingaron was the most effective combination: a high percent-

age of inhibition of tumor growth during the therapy (29.7 %) and after it (38.5 %), with antimetastatic effect (100 %). Inhibition of 

tumor growth was accompanied by morphologically registered dystrophic changes in tumor cells and a marked leukocyte infiltra-

tion. Morphological examination of the thymus showed a well-developed cortex with densely packed thymocytes supposing an active 

state of the T-cell immunity component which was confirmed by the results of a subpopulation analysis of spleen cells (increased 

levels of T-cells due to Th, compared to the controls). The results demonstrated antimetastatic and immunomodulating effects of 

Roncoleukin+Ingaron allowing considering this combination as the optimal one for cancer treatment. The study showed the im-

portance of a search for effective combinations of immunomodulators. 

 
Keywords: Roncoleukin, Ingaron, Refnot, Doxorubicin, C57Bl/6, B16, T-cells, B-cells, Th, CTL. 

 
Введение 

 

Проблема метастазирования – одна из важней-

ших в онкологии, поскольку именно метастазы яв-

ляются основной причиной смерти онкологических 

больных, даже после успешного воздействия на 

первичный опухолевый очаг. Методы противоопу-

холевого лечения нередко являются иммуноде-

прессивными, что после временного эффекта спо-

собствует развитию из химиорезистентных клеток 

опухоли и ее метастазированию в организме.  

В связи с этим в современной литературе все 

больше появляется данных об изучении антимета-

статического эффекта биологически активных со-

единений растительного [1–3] и животного [4] про-

исхождения. Полученные авторами данные свиде-

тельствуют об актуальности поиска новых веществ, 

обладающих противоопухолевым и антиметастати-

ческим эффектом.  

Помимо изучения агентов естественного проис-

хождения, в последнее время разработаны и при-

меняются отечественные рекомбинантные препара-

ты интерлейкина-2 (ронколейкин), фактора некроза 

опухоли, дополнительно содержащего тимозин-

альфа-1 (рефнот) и интерферона-гамма (ингарон). 

Они характеризуются двойным действием на опу-

холевые клетки: непосредственным, ведущими в 

реализации которого являются угнетение пролифе-

ративной активности опухолевых клеток и индук-

ция их апоптоза, и опосредованным – через актива-

цию различных звеньев иммунной системы, прежде 

всего цитотоксических (CTL- и NK-клеточного), 

благодаря чему они нашли применение в клинике, 

в том числе при лечении меланомы [5–7], рака яич-

ника [8] и других опухолей [9–11]. 

В настоящем исследовании мы предприняли 

попытку выявить оптимальные комбинации цито-

киновых иммуномодуляторов с целью получения 

противоопухолевого и антиметастатического эф-

фекта в эксперименте. 

 

Материалы и методы 

 

Исследования проведены на 30 мышах-самках 

линии C57Bl/6 массой 18–22 г. Животных содержа-

ли в клетках при естественном световом режиме, на 

стандартном гранулированном корме, при свобод-

ном доступе к воде в стандартных условиях вива-

рия ИЛЦ ФГБУ «РНИОИ» Минздрава России. 

Исследуемые препараты (ронколейкин, рефнот, 

ингарон, доксорубицин) и контрольное вещество 

(изотонический (0,9 %) раствор хлористого 

натрия) получены из аптеки ФГБУ «РНИОИ» 

Минздрава России. 

Меланому B16 трансплантировали подкожно в 

область правой надлопаточной области в количе-

ствах 5106 живых опухолевых клеток, разведенных 

в 0,5 мл физиологического раствора.  
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Выбор исследуемых доз препаратов произво-

дился путем перерасчета рекомендуемых доз для 

человека на килограмм массы тела животного (со-

гласно инструкции): 150ME ронколейкина на жи-

вотное паратуморально (п/т), 150 МЕ ингарона п/т, 

50 МЕ рефнота п/т, 0,2 мл (1:100) доксорубицина 

внутрибрюшинно (в/б), 0,5 мл физиологического 

раствора п/т.  

Воздействие начинали на 10-й день после пере-

вивки (по достижении опухолью замеряемого раз-

мера) и продолжали в течение 8 дней по схеме: 

1. 4 дня – ронколейкин; затем 4 дня – доксору-

бицин. 

2. Ронколейкин и ингарон через день.  

3. Ронколейкин и рефнот через день. 

4. Чередование ронколейкина, ингарона и реф-

нота. 

5. Доксорубицин. 

6. Контроль, физиологический раствор. 

Суммарная концентрация препаратов на одно жи-

вотное составила в 1-й группе 600 МЕ ронколейкина и 

16 мкг доксорубицина; во 2-й – по 600 МЕ ронколейкина 

и ингарона; в 3-й – 600 МЕ ронколейкина и 200 МЕ реф-

нота; в 4-й – по 450 МЕ ронколейкина (3 инъекции) и 

ингарона (3 инъекции) и 100 МЕ рефнота (2 инъекции); в 

5-й – 32 мкг доксорубицина.  

При проведении исследования были использованы 

стандартные методы работы с лабораторными живот-

ными [12]. Все манипуляции с животными выполнены в 

соответствии с Международными рекомендациями по 

проведению медико-биологических исследований с ис-

пользованием животных [13, 14]. 

Критериями оценки эффективности препаратов 

были торможение роста опухоли (ТРО) и индекс 

ингибирования метастазирования (ИИМ). Провели 

также морфологическое исследование опухоли и 

тимуса, субпопуляционного состава лимфоцитов 

периферической крови и ткани селезенки.  

ТРО было определено на основании измерения 

линейных размеров подкожной опухоли с вычис-

лением объема опухоли (V). 

ТРО= % 100


Ê

ÊÎ

V

VV
, где VО и VК – VСР в опыте 

и в контроле [15]. 

ИИМ определен на основании подсчета количе-

ства метастатических очагов и числа животных с 

метастазами (mts). 

ИИМ=
   

% 100




ÊÊ

ÊÊ

ÂÀ

ÂÀÂÀ
, где Ак и А – 

частота метастазирования в легкие у мышей 

контрольной и опытной групп; Вк и В – среднее 

число метастазов в легких контрольной и опытной 

групп [16]. 

Субпопуляционный состав лимфоцитов пери-

ферической крови и ткани селезенки мышей 

С57Bl/6, включая определение относительного 

(процентного) содержания CD3+-, CD4+-, CD8+-, 

CD(16+56)+-, CD19+-клеток, исследовали стандарт-

ным методом проточной цитофлюориметрии с по-

мощью моноклональных антител (МАТ) фирмы 

BD. Инкубацию с антителами проводили согласно 

инструкции производителя. 

Ткани тимуса, селезенки и опухоли фиксирова-

ли с помощью нейтрального забуференного форма-

лина и проводили по стандартному протоколу [17]. 

После проводки срезы окрашивали гематоксилин-

эозином. Учет результатов производился с помо-

щью светового микроскопа Leika. 

Для всех количественных данных вычисляли 

групповое среднее арифметическое (M) и стандарт-

ную ошибку среднего (m). Для проведения стати-

стической обработки была использована программа 

STATISTICA 7.0. Достоверность отличий между 

группами данных оценивали с помощью параметри-

ческих (t-критерия Стьюдента) и непараметрических 

(Вилкоксона – Манна – Уитни) критериев. Стати-

стически значимыми считали различия при р<0,05.  

 
Результаты 

 
Динамика роста опухоли и метастазирование. 

В процессе сравнительного анализа эффективности 

различных сочетаний цитокиновых препаратов бы-

ло выявлено ТРО под действием комбинации рон-

колейкин+ингарон (ТРО=29,738,5 %). Эффект 

торможения обнаруживают и комбинации ронко-

лейкин+доксорубицин (ТРО=11,527,0 %), ронко-

лейкин+рефнот (ТРО=13,518,9 %), а также доксо-

рубицин (ТРО=16,2 %), но только до тех пор, пока 

продолжается воздействие препарата, а по оконча-

нии воздействия опухоль начинает резко расти 

(рис. 1, таблица).  

При изучении антиметастатического эффекта 

отмечено, что лучший эффект демонстрирует ком-

бинация ронколейкин+ингарон. При обследовании 

легких на наличие визуально регистрируемых mts 

мы не зафиксировали их ни у одного из животных 

этой группы. Антиметастатический эффект относи-

тельно контроля обнаружен и в группах с воздей-

ствиями ронколейкин+доксорубицин (25 %) и рон-

колейкин+рефнот+ингарон (25 %). Под воздей-

ствием доксорубицина mts выявлялись у 50 % жи-

вотных, в то время как в контроле – у 60 %, как  

и в группе, получавшей ронколейкин+рефнот (таб-

лица). Результаты макроскопической оценки мета-

стазирования получили подтверждение при анализе 

гистологических препаратов легких.  
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Рис. 1. Динамика роста опухоли при различном воздействии препаратов (ось Х – дни от начала введения препаратов, верти-

кальной линией отмечено окончание введения) / Fig. 1. Dynamics of the tumor growth in different drug combinations (the X axis - 

days from the therapy start; end of therapy is marked by a vertical line). 

 
Количество метастатических очагов было ми-

нимальным в группе, получавшей ронколей-

кин+ингарон+рефнот, а также в группе, получав-

шей ронколейкин+доксорубицин. Процент живот-

ных с mts в этих двух группах одинаков, однако 

количество метастатических очагов в группе рон-

колейкин+доксорубицин намного больше и срав-

нимо с их количеством в контроле. В группе с вве-

дением доксорубицина количество метастатических 

очагов было меньше, чем в контроле (таблица). 
 

Эффекты воздействия на опухоль в зависимости от сочетаний препаратов /  

Effects of various drug combinations on tumors 

 

Воздействие 
ТРО, % Количество  

животных с mts, % 

Количество  

метастатических очагов 
ИИМ, % 

8-й день Эвтаназия 

Ронколейкин+доксорубицин –27,0 –11,5 25 9 58,3 

Ронколейкин+ингарон –29,7 –38,5 0 0 100 

Ронколейкин+рефнот –18,9 –13,5 60 15 –1,7 

Ронколейкин+ингарон+рефнот –5,4 +3,8 25 1 95,4 

Доксорубицин –16,2 +1,9 50 4 62,9 

Контроль – – 60 9 – 

 
Однако при подсчете ИИМ, кроме комбинации 

ронколейкин+ингарон, обнаружившей 100%-е ин-

гибирование метастазирования, высокий ИИМ 

был выявлен только в группе ронколей-

кин+игарон+рефнот (95,4 %). Остальные комби-

нации оказались менее эффективны (62,9 % –  

доксорубицин и 58,3 % – ронколейкин+ 

+доксорубицин), либо совсем не эффективны (рон-

колейкин+ рефнот). 

Иммунологические показатели крови и селезен-

ки. Введение ронколейкина совместно с доксору-

бицином, а также ронколейкина с ингароном не 

вызывает значимых изменений иммунологических 

показателей крови. Наоборот, применение комби-

нации препаратов ронколейкин+рефнот и ронко-

лейкин+ингарон+рефнот приводит к снижению 

содержания Т-клеток и увеличению содержания B-

клеток в крови (рис. 2). 

     Y 
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Рис. 2. Лимфоцитарный состав крови мышей при введении различных комбинаций препаратов (ось Y – %) /  

Fig. 2. Lymphocyte composition of blood of mice in different drug combinations (the Y axis - %) 

 

В селезенке введение ронколейкина совместно с 

доксорубицином, а также ронколейкина с ингаро-

ном приводит к увеличению содержания Т-клеток 

и снижению содержания В-клеток, а также увели-

чению содержания Th и снижению содержания 

CTL относительно контроля (рис. 3).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 3. Лимфоцитарный состав в селезенке мышей при введении различных комбинаций препаратов (ось Y – %) /  

Fig. 3. Lymphocyte composition of spleen of mice in different drug combinations (the Y axis - %) 

 
Применение комбинаций ронколейкин+рефнот 

и ронколейкин+ингарон+рефнот приводит к сни-

жению содержания Т-клеток и увеличению со-

держания B-клеток, а также снижению содержа-

ния Th. Сходные изменения отмечены в крови и в 

селезенке. 
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а/a б/b 

а/a б/b 

Морфологическое строение меланомы. У кон-

трольных животных меланома имеет обычное 

строение, в ряде срезов отмечены спонтанные 

некрозы и отложения меланина, местами в клет-

ках наблюдаются дистрофические изменения. В 

легких контрольных мышей отмечены полнокро-

вие, кровоизлияния; у части животных выявлены 

mts меланомы как мелкие, так и крупные, иногда 

множественные с обширным поражением легких 

(рис. 4б). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 4. Микроскопическая картина здорового легкого мыши (а) и легкого с метастазом (б) (х40, гематоксилин-эозин) /  

Fig. 4. Microscopic image of the intact lung of a mouse (a) and the lung with metastasis (b) (×40, hematoxylin-eosin) 

 

Под воздействием иммуномодуляторов в опухо-

ли отмечались обширные очаги некроза (до 2/3 

площади), лейкоцитарная инфильтрация, кровоиз-

лияния, тромбы в просвете сосудов и дистрофиче-

ские изменения клеток в опухоли.  

Под воздействием доксорубицина наблюдались 

дистрофические изменения  в опухоли и отложения 

меланина. 

Морфологическое строение тимуса. После вве-

дения ронколейкина в сочетании с доксорубицином 

наблюдаются более высокая плотность расположе-

ния тимоцитов в дольках, где преобладает корковое 

вещество, по сравнению с действием одного доксо-

рубицина, а также снижение частоты встречаемо-

сти эпителиальных клеток. Отмечено также усиле-

ние кровоснабжения долек тимуса: при введении 

ронколейкина в сочетании с доксорубицином сосу-

дов много, они крупные, расширенные, заполнены 

эритроцитами. Тимусы мышей, получавших ронко-

лейкин с ингароном и ронколейкин с рефнотом, 

отличаются от других групп высоким количеством 

макрофагов в мозговом веществе, особенно в груп-

пе, получавшей ронколейкин с ингароном, где так-

же отмечена высокая плотность расположения ти-

моцитов в корковом веществе и умеренная в мозго-

вом (рис. 5б).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 5. Морфологическое строение тимуса. Границы коркового и мозгового вещества: а –  размыты, б – четкое разделение; 

высокая плотность расположения тимоцитов (40, гематоксилин-эозин) / Fig. 5. Morphological structure of the thymus. Bor-

ders between the cortex and the medulla: a - blurred; b - clear distinction; densely packed thymocytes (×40, hematoxylin-eosin) 
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Интересно, что у животных, получавших соче-

тание трех цитокиновых препаратов (ронколейки-

на, ингарона и рефнота), отмечены признаки исто-

щения тимуса: дольки маленькие, разноразмерные, 

сосуды долек сужены, плохо выражены, пустые, 

плотность расположения тимоцитов в дольках раз-

реженная, нет четкости разделения долек на корко-

вое и мозговое вещество (рис. 5а); не отмечено 

преобладания коркового вещества. 

 
Обсуждение 

 

Оптимальной среди исследованных комбинаций 

оказалась ронколейкин+ингарон, которая как в хо-

де введения, так и после его окончания вызывает 

ТРО на 3038 % по сравнению с контролем. При 

применении данной комбинации наблюдается вы-

раженный (100%-й) антиметастатический эффект, 

т.е. полное отсутствие mts у животных, тогда как в 

контрольной группе они выявлены у 60 %. ТРО 

сопровождается морфологически регистрируемыми 

дистрофическими изменениями опухолевых клеток 

и выраженной лейкоцитарной инфильтрацией. 

Морфологическое исследование тимуса выявило 

развитое корковое вещество с  плотным располо-

жением тимоцитов, что свидетельствует об актив-

ном состоянии Т-клеточного звена иммунитета, 

которое подтверждается результатами субпопуля-

ционного анализа спленоцитов: содержание Т-

клеток было выше контроля (60,33±1,42 % против 

46,1±2,06 %) за счет Th. Добавление к комбинации 

ронколейкин+ингарон третьего иммуномодулятора 

рефнота не приводит к дальнейшей положительной 

динамике: антиметастатический эффект сохраняет-

ся, но составляет 95,4 % на фоне незначительного 

торможения роста меланомы. Сравнение групп, 

получавших доксорубицин в монорежиме и доксо-

рубицин с ронколейкином, показывает, что ронко-

лейкин усиливает ТРО как в процессе введения  

(–27 против –16,2 %), так и на момент эвтаназии  

(–11,55 против +1,9 %), но не оказывает значимого 

влияния на метастазирование в данной комбина-

ции. Иммунологические показатели в комбинации 

ронколейкин+доксорубицин обнаруживают дина-

мику, аналогичную таковой в других группах, по-

лучавших ронколейкин (повышение уровня T-

клеток за счет Th и снижение B-клеток по сравне-

нию с контролем), в то время как доксорубицин 

вызывает депрессию T-клеточного звена.  

 
Заключение 

 
Проведенные исследования свидетельствуют об 

антиметастатическом и иммуномодулирующем эф- 

 

фекте п/т применения комбинации ронколей-

кин+ингарон в эксперименте, а также о целесооб-

разности ее использования в лечении онкологиче-

ских больных. Дальнейший поиск может выявить и 

другие эффективные сочетания иммунопрепаратов, 

что позволит оптимизировать цитокинотерапию и 

уточнить ее роль и место в комплексном лечении 

злокачественных опухолей, в том числе в комбина-

ции с химиотерапией. 

 
Литература 

 
1. Поветьева Т.Н., Пашинский В.Г., Семенов А.А., Жа-

пова Ц., Погодаева Н.Н., Хоружая Т.Г. Исследование про-

тивоопухолевых и антиметаститических свойств раститель-

ных средств из аконита байкальского // Сиб. онкол. журн. 

2002. № 3–4. С. 138–141. 

2. Алефиров А.Н., Беспалов В.Г., Стуков А.Н., Семе-

нов А.Л., Лесиовская Е.Е. Антиметастатическая активность 

настойки подземной части Aconitum soongaricum (Ranuncu-

laceae) на моделях перевиваемых опухолей // Растительные 

ресурсы. 2014. Т. 50, вып. 2. С. 254–270. 

3. Лопатина К.А., Разина Т.Г., Зуева Е.П., Крылова С.Г., 

Гурьев А.М., Амосова Е.Н., Рыбалкина О.Ю., Сафонова Е.А., 

Ефимова Л.А., Белоусов М.В. Доклиническое исследование 

лекарственной формы α(1;2)-L-рамно-α(1;4)-D-галакто-

пиранозилуронана из корневищ аира болотного Acorus cal-

amus L. в онкологическом эксперименте // Сиб. онкол. 

журн. 2015. № 1. С. 59–63. 

4. Фадеева Е.В., Лебединская Е.А.,  Лебединская Е.В. 

Влияние иммуномодулятора стимфорте на рост и метаста-

зирование меланомы B16 у мышей // Успехи соврем. есте-

ствознания. 2010. № 7. С. 53–54. 

5. Абрамов М.Е., Гуторов С.Л., Славина Е.Г., Кадагид-

зе З.Г., Черткова А.И., Черноглазова Е.В., Ротобельская Л.Е., 

Личиницер М.Р. Химиотерапия диссеминированной мела-

номы кожи с включением ингарона (у-ИФН). Клинико-

иммунологическое исследование // Рос. биотерапев. журн. 

2009. № 1. С. 64–74. 

6. Абрамов М.Е., Кадагидзе З.Г., Славина Е.Г. Ингарон 

(интерферон-гамма) в сочетании с химиотерапией в лечении 

онкологических больных // Фарматека. 2006. № 11. С. 38−44. 

7. Proper D.J., Chao D., Braybrooke J.P., Bahl P., 

Thavasu P., Balkwill F., Turley H., Dobbs N., Gatter K., Talbot 

D.C., Harris A.L., Ganesan T.S. Low-Dose IFN-y Induces Tu-

mor MHC Expression in Metastatic Malignant Melanoma // 

Clinic. Cancer Research.  2003. Vol. 9. P. 84–92. 

8. Windbichler G.H., Hausmaninger H., Stummvoll W., 

Graf A.H., Kainz C., Lahodny J., Denison U., Müller-Holzner E., 

Marth C. Interferon-γ in the first-line therapy of ovarian cancer: 

a randomized phase III trial // Br. J. Cancer. 2000. Vol. 82.  

P. 1138–1144. 

9. Козлов В.А., Черных Е.Р. Современные проблемы 

иммунотерапии в онкологии // Бюл. СО РАМН. 2004.  

№ 112 (2). С. 13−19. 

10. Артамонова Е.В. Модификаторы биологических ре-

акций (иммуномодуляторы, интерфероны, интерлейкины) в 

терапии злокачественных опухолей // Эффективная фарма-

котерапия. Онкология, гематология и радиология. 2014.  

№ 1 (14). С. 8–21. 

 



ISSN 0321-3005       ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ.    СЕВЕРО-КАВКАЗСКИЙ  РЕГИОН.                            ЕСТЕСТВЕННЫЕ НАУКИ.      2017.    № 3-2 

ISSN 0321-3005       IZVESTIYA VUZOV.     SEVERO-KAVKAZSKII     REGION.                              NATURAL SCIENCE.                 2017.   No. 3-2 

 

 44 

11. Vladimirova L.Y., Kit O.I., Nikipelova E.A. Resilts of 

monoclonal antibodies against EGFR-receptors application in 

patients with metastatic colorectal cancer // J. of Clinical Oncol-

ogy. 2013. Vol. 31, № 155. P. 19047. 

12. Каркищенко Н.Н., Грачев С.В. Руководство по лабо-

раторным животным и альтернативным моделям в биоме-

дицинских технологиях. М. : Профиль, 2010. 358 c. 

13. Европейская конвенция по защите позвоночных жи-

вотных, используемых для экспериментальных и других 

научных целей. Страсбург, 1986. 

14. Int. Guiding Principles for Biomedical research Involv-

ing Animals. Geneve, 1990. 

15. Трещалина Е.М., Жукова О.С., Герасимова Г.К., Анд-

ронова Н.В., Гарин А.М. Методические указания по изучению 

противоопухолевой активности фармакологических веществ  

// Руководство по экспериментальному (доклиническому) изу-

чению новых фармакологических веществ / под ред.  

Р.У. Хабриева. Изд. 2-е. М. : Медицина, 2005. С. 637–651. 

16. Архипов С.А., Юнкер В.М. Изменение интенсивности 

метастазирования в легкие перевиваемых опухолей мышей 

в зависимости от величины перевивочной дозы опухолевых 

клеток // Исследование по индукции и метастазированию 

опухолей у экспериментальных животных. Новосибирск, 

1984. С. 14–32. 

17. Манских В.Н. Патоморфология лабораторной мыши: 

в 3 т. Т. 1 : Технические аспекты. Общая и органная 

патология. М. : ВАКО, 2016. 208 с. 

 

References 
 

1. Povet'eva T.N., Pashinskii V.G., Semenov A.A., 

Zhapova Ts., Pogodaeva N.N., Khoruzhaya T.G. Issledovanie 

protivoopukholevykh i antimetastiticheskikh svoistv rastitel'nykh 

sredstv iz akonita baikal'skogo [Investigation of antitumor and 

antimetasthetic properties of plant remedies from akonite of 

Baikal]. Sib. onkol. zhurn. 2002, No. 3-4, pp. 138-141. 

2. Alefirov A.N., Bespalov V.G., Stukov A.N., Semenov A.L., 

Lesiovskaya E.E. Antimetastaticheskaya aktivnost' nastoiki 

podzemnoi chasti Aconitum soongaricum (Ranunculaceae) na 

modelyakh perevivaemykh opukholei [Antimetastatic activity of 

the tincture of the underground part of Aconitum soongaricum 

(Ranunculaceae) on models of transplanted tumors]. Rastitel'nye 

resursy. 2014, vol. 50, iss. 2, pp. 254-270. 

3. Lopatina K.A., Razina T.G., Zueva E.P., Krylova S.G., 

Gur'ev A.M., Amosova E.N., Rybalkina O.Yu., Safonova E.A., 

Efimova L.A., Belousov M.V. Doklinicheskoe issledovanie 

lekarstvennoi formy α(1;2)-L-ramno-α(1;4)-D-galaktopiranozilu-

ronana iz kornevishch aira bolotnogo Acorus calamus L. v 

onkologicheskom eksperimente [Preclinical study of α (1; 2)-L-

rhamno-α(1; 4)-D-galactopyranosyluronan dosage form from the 

rhizomes of the aureus of Acorus calamus L. in the oncological 

experiment]. Sib. onkol. zhurn. 2015, No. 1, pp. 59-63. 

4. Fadeeva E.V., Lebedinskaya E.A.,  Lebedinskaya E.V. 

Vliyanie immunomodulyatora stimforte na rost i metastazirovanie 

melanomy B16 u myshei [Influence of the immunomodulator 

stymforte on the growth and metastasis of melanoma B16 in mice]. 

Uspekhi sovrem. estestvoznaniya. 2010, No. 7, pp. 53-54. 

5. Abramov M.E., Gutorov S.L., Slavina E.G., Kadagidze Z.G., 

Chertkova A.I., Chernoglazova E.V., Rotobel'skaya L.E., 

Lichinitser M.R. Khimioterapiya disseminirovannoi melanomy kozhi 

s vklyucheniem ingarona (u-IFN). Kliniko-immunologicheskoe 

issledovanie [Chemotherapy of disseminated skin melanoma with 

inclusion of inharone (y-IFN). Clinical and immunological study]. 

Ros. bioterapevt. zhurn. 2009, No. 1, pp. 64-74. 

6. Abramov M.E., Kadagidze Z.G., Slavina E.G. Ingaron 

(interferon-gamma) v sochetanii s khimioterapiei v lechenii 

onkologicheskikh bol'nykh [Ingaron (interferon-gamma) in 

combination with chemotherapy in the treatment of cancer 

patients]. Farmateka. 2006, No. 11, pp. 38-44. 

7. Proper D.J., Chao D., Braybrooke J.P., Bahl P., Thavasu P., 

Balkwill F., Turley H., Dobbs N., Gatter K., Talbot D.C., Harris A.L., 

Ganesan T.S. Low-Dose IFN-y Induces Tumor MHC 

Expression in Metastatic Malignant Melanoma. Clinic. Cancer 

Research.  2003, vol. 9, pp. 84-92. 

8. Windbichler G.H., Hausmaninger H., Stummvoll W., 

Graf A.H., Kainz C., Lahodny J., Denison U., Müller-Holzner E., 

Marth C. Interferon-γ in the first-line therapy of ovarian cancer: 

a randomized phase III trial. Br. J. Cancer. 2000, vol. 82,  

pp. 1138-1144. 

9. Kozlov V.A., Chernykh E.R. Sovremennye problemy 

immunoterapii v onkologii [Modern problems of immunotherapy 

in oncology]. Byul. SO RAMN. 2004, No. 112 (2), pp. 13-19. 

10. Artamonova E.V. Modifikatory biologicheskikh reaktsii 

(immunomodulyatory, interferony, interleikiny) v terapii 

zlokachestvennykh opukholei [Modifiers of biological reactions 

(immunomodulators, interferons, interleukins) in the therapy of 

malignant tumors]. Effektivnaya farmakoterapiya. Onkologiya, 

gematologiya i radiologiya. 2014, No. 1 (14), pp. 8-21. 

11. Vladimirova L.Y., Kit O.I., Nikipelova E.A. Resilts of 

monoclonal antibodies against EGFR-receptors application in 

patients with metastatic colorectal cancer. J. of Clinical 

Oncology. 2013, vol. 31, No. 155, p. 19047. 

12. Karkishchenko N.N., Grachev S.V. Rukovodstvo po 

laboratornym zhivotnym i al'ternativnym modelyam v 

biomeditsinskikh tekhnologiyakh [Guide to laboratory animals 

and alternative models in biomedical technology]. Moscow: 

Profil', 2010, 358 p. 

13. Evropeiskaya konventsiya po zashchite pozvonochnykh 

zhivotnykh, ispol'zuemykh dlya eksperimental'nykh i drugikh 

nauchnykh tselei [European convention for the protection of 

vertebrates used for experimental and other scientific purposes]. 

Strasbourg, 1986. 

14. Int. Guiding Principles for Biomedical Research 

Involving Animals. Geneve, 1990. 

15. Treshchalina E.M., Zhukova O.S., Gerasimova G.K., 

Andronova N.V., Garin A.M. [Methodological guidelines for 

the study of the antitumor activity of pharmacological agents]. 

Rukovodstvo po eksperimental'nomu (doklinicheskomu) 

izucheniyu novykh farmakologicheskikh veshchestv [Guide to 

experimental (preclinical) study of new pharmacological 

substances]. Ed. R.U. Khabriev. Ed. 2nd. Moscow: Meditsina, 

2005, pp. 637-651. 

16. Arkhipov S.A., Yunker V.M. [Change in the intensity 

of metastasis in the lungs of transplanted mice tumors as a 

function of the leno of the tumor cells]. Issledovanie po 

induktsii i metastazirovaniyu opukholei u eksperimental'nykh 

zhivotnykh [Research on the induction and metastasis of tumors in 

experimental animals]. Novosibirsk, 1984, pp. 14-32. 

17. Manskikh V.N. Patomorfologiya laboratornoi myshi 

[Pathomorphology of the laboratory mouse]. Vol. 1: Tekhnicheskie 

aspekty. Obshchaya i organnaya patologiya [Technical aspects. 

General and organ pathology]. Moscow: VAKO, 2016, 208 p. 

 

 

Поступила в редакцию / Received 

 

 

5 июня 2017 г. / June 5, 2017 



ISSN 0321-3005       ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ.    СЕВЕРО-КАВКАЗСКИЙ  РЕГИОН.                            ЕСТЕСТВЕННЫЕ НАУКИ.      2017.    № 3-2 

ISSN 0321-3005       IZVESTIYA VUZOV.     SEVERO-KAVKAZSKII     REGION.                              NATURAL SCIENCE.                 2017.   No. 3-2 

 

 45 

 

 

УДК 577:616-006:616.092.9:571.27           DOI 10.23683/0321-3005-2017-3-2-45-50 

 

МОНИТОРИНГ ФАКТОРОВ АПОПТОЗА В СЕЛЕЗЕНКЕ И ПЕЧЕНИ У КРЫС  

НА ЭТАПАХ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО МЕТАСТАЗИРОВАНИЯ В ПЕЧЕНЬ 
 

© 2017 г. И.В. Каплиева1, Е.М. Франциянц1, Л.К. Трепитаки1, Н.Д. Черярина1, Ю.А. Геворкян1,  

Д.В. Бурцев2 
1Ростовский научно-исследовательский онкологический институт, Ростов-на-Дону, Россия, 

2Областной консультативно-диагностический центр, Ростов-на-Дону, Россия 

 

MONITORING OF APOPTOSIS FACTORS IN SPLEEN AND LIVER OF RATS  

AT EXPERIMENTAL LIVER METASTASIS 
 

I.V. Kaplieva1, E.M. Frantsiyants1, L.K. Trepitaki1, N.D. Cheryarina1, Yu.A. Gevorkyan1, D.V. Burtsev2 
1Rostov Research Institute of Oncology, Rostov-on-Don, Russia, 

2 Regional Consultative and Diagnostic Center, Rostov-on-Don, Russia 

 
Каплиева Ирина Викторовна – кандидат медицинских наук, 

старший научный сотрудник, лаборатория изучения патогене-

за злокачественных опухолей, Ростовский научно-исследова-

тельский онкологический институт, ул. 14-я линия, 63,  

г. Ростов-на-Дону, 344037, Россия, e-mail: kaplirina@yandex.ru 

Irina V. Kaplieva - Candidate of Medicine, Senior Researcher, 

Laboratory of Malignant Tumor Pathogenesis Study, Rostov 

Research Institute of Oncology, 14-ya Liniya St., 63, Rostov-on-

Don, 344037, Russia, e-mail: kaplirina@yandex.ru 

  

Франциянц Елена Михайловна – доктор биологических наук, 

профессор, руководитель лаборатории изучения патогенеза 

злокачественных опухолей, Ростовский научно-исследова-

тельский онкологический институт, ул. 14-я линия, 63,  

г. Ростов-на-Дону, 344037, Россия, e-mail: super.gormon@yandex.ru 

Elena M. Frantsiyants - Doctor of Biological Science, Profes-

sor, Head of the Laboratory of Malignant Tumor Pathogene-

sis Study, Rostov Research Institute of Oncology, 14-ya Lini-

ya St., 63, Rostov-on-Don, 344037, Russia, e-mail: su-

per.gormon@yandex.ru 
  

Трепитаки Лидия Константиновна – научный сотрудник, 

лаборатория изучения патогенеза злокачественных опухо-

лей, Ростовский научно-исследовательский онкологический 

институт, ул. 14-я линия, 63, г. Ростов-на-Дону, 344037, Рос-

сия,  e-mail: legolab69@yandex.ru 

Lidia K. Trepitaki - Researcher, Laboratory of Malignant Tu-

mor Pathogenesis Study, Rostov Research Institute of Oncolo-

gy, 14-ya Liniya St., 63, Rostov-on-Don, 344037, Russia,  

e-mail: legolab69@yandex.ru 

  

Черярина Наталья Дмитриевна – врач-лаборант, лабора-

тория изучения патогенеза злокачественных опухолей, Ро-

стовский научно-исследовательский онкологический инсти-

тут, ул. 14-я линия, 63, г. Ростов-на-Дону, 344037, Россия, e-

mail: skalolas.92@yandex.ru 

Natalia D. Cheryarina - Doctor - Laboratory Assistant, Labora-

tory of Malignant Tumor Pathogenesis Study, Rostov Research 

Institute of Oncology, 14-ya Liniya St., 63, Rostov-on-Don, 

344037, Russia, e-mail: skalolas.92@yandex.ru 

  

Геворкян Юрий Артушевич – доктор медицинских наук, про-

фессор, заведующий отделением абдоминальной онкологии  

№ 2, Ростовский научно-исследовательский онкологический 

институт, ул. 14-я линия, 63, г. Ростов-на-Дону, 344037, Россия, 

e-mail: gevorkyan.000@mail.ru 

Yuriy A. Gevorkyan - Doctor of Medicine, Professor, Head of the 

Department of Abdominal Oncology No. 2, Rostov Research 

Institute of Oncology, 14-ya Liniya St., 63, Rostov-on-Don, 

344037, Russia, e-mail: gevorkyan.000@mail.ru 

  

Бурцев Дмитрий Владимирович – доктор медицинских наук, 

главный врач, Областной консультативно-диагностический 

центр, ул.  Пушкинская 127, г.  Ростов-на-Дону, 344000, Россия, 

e-mail: dr-burtsev@mail.ru 

Dmitriy V. Burtsev - Doctor of Medicine, Main Doctor, Regional 

Consultative and Diagnostic Center, Pushkinskaya St., 127, Ros-

tov-on-Don, 344000, Russia, e-mail: dr-burtsev@mail.ru 

 
Метастазирование в печень – частое осложнение злокачественной патологии.  

Цель – изучение динамики TNF-α, цитохрома С и каспазы-3 (К-3) в опухолях (ОП), их паратуморальных зонах (ПЗо), 

метастазах печени (МТС), их параметастатических зонах (ПЗм) на этапах метастазирования в печень.  

Методы. Работа выполнена на 43 белых беспородных крысах-самцах. Через 1, 2, 5, 7 недель от начала эксперимента в 

ОП, ПЗо, МТС, ПЗм методом ИФА исследовали уровни TNF-α, К-3 (BenderMedsystems, США) и цитохрома С (Cusabio, Китай).  

Результаты. В МТС печени содержание TNF-α уменьшалось (в 6,7 раза), а цитохрома С – увеличивалось (в 4,0 раза). В 

ПЗм на фоне редукции цитохрома С (в 8,0 раза) и К-3 (в 3,6 раза) увеличивался уровень TNF-α (в 3,6 раза). В ОП, ПЗо и ПЗм 

у крыс с сочетанными МТС (наряду с МТС в печени возникали МТС в лёгких) увеличивалось образование К-3 и более значи-

тельно возрастал уровень TNF-α.  
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Заключение. Рост уровня факторов апоптоза в неоплазмах указывает на увеличение их злокачественности и способ-

ности к метастазированию.  

 

Ключевые слова: TNF-α, каспаза-3, цитохром С, метастазы, крысы. 

 

Liver metastasis is a common cancer complication.  

Aim - studying the dynamics of TNF-α, cytochrome C and caspase-3 (C-3) in tumors (Ts), their paratumoral zones (PZt), liver 

metastases (MTS) and their parametastatic zones (PZm) at liver metastasis.  

Methods. The study included 43 white outbred male rats. 1, 2, 5 and 7 weeks after the beginning of the experiment, levels of 

TNF-α, C-3 (BenderMedsystems, USA) and cytochrome C (Cusabio, China) were studied in Ts, PZt, MTS and PZm by ELISA.  

Results. In liver MTS, levels of TNF-α decreased (by 6.7 times), and levels of cytochrome C increased (by 4.0 times). In PZm, re-

duction of cytochrome C (by 8.0 times) and C-3 (by 3.6 times) was accompanied by an increase in the TNF-α level (by 3.6 times).Ts, 

PZt and PZm of rats with combined MTS to the liver and lungs showed an increase of C-3 and a more significant increase in TNF-α.  

Conclusions. The increasing levels of apoptosis factors in neoplasms demonstrate their higher malignancy and ability to metastasize. 

 

Keywords: TNF-α, caspase-3, cytochrome C, liver metastasis, rats. 

 

У больных с колоректальным раком метастазы 

(МТС) в печени возникают наиболее часто (6080 %). 

Единственным потенциально эффективным мето-

дом их лечения является хирургическое удаление, 

приводящее к положительному результату только в 

2025 % случаев. Причина низкой резектабельно-

сти – позднее обращение больных за помощью из-

за бессимптомного начала процесса: жалобы появ-

ляются только тогда, когда метастазы становятся 

множественными, большими по размеру, прорас-

тают в соседние органы. В результате оставшийся 

после резекции метастазов объём печени не справ-

ляется с выполнением своих функций. Ещё один 

неблагоприятный фактор – эмболизация воротной 

вены – интраоперационное осложнение, возника-

ющее у 4045 % пациентов [1]. Следовательно, чем 

раньше диагностированы МТС в печени и раньше 

начато их лечение, тем лучший исход ожидает па-

циента. Однако на сегодняшний день патогенез 

внутрипечёночного метастазирования изучен недо-

статочно полно. В этом аспекте интересно исследо-

вать динамику факторов «апоптоза» – веществ, иг-

рающих неоднозначную роль в организме, в ткани 

первичного опухолевого узла и МТС печени на 

этапах их развития. 

Семейство факторов некроза опухолей и каспазы 

принято считать маркерами апоптоза – генетически 

регулируемого процесса избавления от «ненужных» 

в функциональном отношении клеток. Кроме TNF-α 

и β, семейство факторов некроза опухолей включает 

Fas (СD95), FasL, TRAIL, СD40L, CD27L, OX30L, 

DR4 (TRAIL-R1), DR5 (TRAIL-R2). В семействе 

каспаз идентифицировано 14 ферментов. Наиболее 

значимой инициаторной каспазой, приводящей к 

запуску рецептор-опосредованного пути апоптоза, 

является каспаза-8. Митохондриальный путь 

апоптоза обычно опосредован активностью иници-

аторной каспазы-9. В обоих случаях ключевой эф-

фекторной каспазой, приводящей к расщеплению 

клеточного субстрата, служит каспаза-3. Цитохром 

С запускает процесс активации каспазы-3 и каспазы-

7, что в конечном итоге и приводит к фрагментации 

ДНК и апоптозу [2].  

Факторы апоптоза плейотропны – кроме выпол-

нения своей основной задачи, они участвуют и в 

других процессах. Известно, что TNF-α является 

провоспалительным цитокином; изменение его 

уровня в крови наряду с IL2 и IL8 значимо для про-

гнозирования продолжительности ремиссии при 

раке печени и толстого кишечника [3–5]. Каспаза-3 

регулирует клеточный цикл, вовлекается в процес-

синг цитокинов, дифференцировку миоцитов и 

нейробластов, пролиферацию Т-лимфоцитов, реге-

нерацию кожи [6, 7]. Как и TNF-α, каспаза-3 задей-

ствована в злокачественном росте. Так, активируясь 

в умирающих эндотелиальных клетках, каспаза-3 

через образование и секрецию PGE2 индуцирует 

пролиферацию клеток глиомы. Все описанные эф-

фекты снимаются при её блокировании [8].  

Целью настоящего исследования явилось изуче-

ние динамики факторов апоптоза: TNF-α, каспазы-3 

и цитохрома С в селезенке, первичной опухоли 

(ОП) и её паратуморальной зоне (ПЗо), печени, 

МТС печени и их параметастатических зонах (ПЗм) 

на этапах метастатического поражения печени.  

 

Материалы и методы 

 
Эксперимент поставлен на 43 белых беспород-

ных крысах-самцах весом 220–300 г. Животные 

содержались в стандартных условиях вивария при 

естественном световом режиме и свободном досту-

пе к еде и питью. Работу с животными проводили в 

соответствии с правилами Европейской конвенции 

о защите животных, используемых в экспериментах 

(дректива 86/609/ЕЕС). 1-ю группу составили ин-

тактные самцы (n=7); 2-ю – контроль (К) – крысы с 

выведенной под кожу селезенкой (n=7); 3-ю 

(МТС1) – крысы через 1 неделю после перевивки 

С45 в селезенку (n=7); 4-ю (МТС2) – через  
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2 недели (n=6); 5-ю (МТС5) – через 5 недель (n=7); 

6-ю (МТС7) – через 7 недель. Группа МТС7 под-

разделялась на 2 подгруппы: МТС7А – крысы с 

регионарными МТС в печени (n=6); МТС7Б – кры-

сы с регионарными МТС в печени и отдаленными 

МТС в легких (n=3). МТС в печени у крыс получе-

ны по методике, предложенной нами ранее [9]. Че-

рез 1, 2, 5 и 7 недель с момента введения опухоле-

вых клеток в селезенку крыс декапитировали на 

гильотине, все процедуры проводили в соответ-

ствии с международными правилами работы с жи-

вотными (European Communities Council Directive, 

86/609/ЕЕС). Селезенку, первичную опухоль, пе-

чень и МТС, расположенные в ней, выделяли на 

льду и готовили 2%-ю цитозольную фракцию на 

0,1М калий-фосфатном буфере рН 7,4. Методом 

ИФА в полученных образцах биологического мате-

риала исследовали уровни TNF-α, каспазы-3 

(BenderMedsystems, США) и цитохрома С (Cusabio, 

Китай). 

Статистическую обработку полученных резуль-

татов проводили при помощи параметрического 

критерия Стьюдента на персональном компьютере 

посредством программы STATISTICA 10.0 и непа-

раметрического критерия Вилкоксона – Манна – 

Уитни. Достоверными считали различия между 

двумя выборками при р<0,05. 

 

Результаты 

 

Выведение селезенки под кожу приводило толь-

ко к интраспленальному уменьшению (в 15,4 раза) 

уровня TNF-α (табл. 1, 2). Причиной этого, на наш 

взгляд, являлись активные процессы восстановле-

ния органа, в той или иной степени поврежденного 

при перемещении селезенки под кожу.  

 
Таблица 1 

 
Содержание факторов апоптоза в селезенке на этапах  метастатического поражения печени (на грамм ткани) /  

Levels of apoptosis factors in the spleen at liver metastasis (per g of tissue) 

 

Фактор Интактные 
Кон-

троль 
МТС1 МТС2 МТС5 (ПЗ) 

МТС 7 

А Б 

ОП ПЗо ОП ПЗо 

TNF-α, пг 
101,79± 

±14,92 

6,62± 

±1,44* 

7,65± 

±3,00 * 

17,56± 

±3,40*,+ 

53,47± 

±28,50+,1 

116,88± 

±12,42 
+,1,2,5 

182,28± 

±20,58+,1,2,5,о 

213,21± 

±34,53+,1,2,5,7о 

939,44± 

± 102,35+,1,2,5,о,7 

Каспаза-3, нг 
1,97± 

±0,49 

0,98± 

±0,19 

0,91± 

±0,10 

0,46± 

±0,02*,+,1 

0,46± 

±0,09*,+,1 

0,63± 

±0,05*,+,1 

0,96± 

±0,112,5,о 
1,06±0,092,5,7 0,71±0,082,5,о 

 Цитохром С, нг 
2,01± 

±0,36 

1,24± 

±0,11 
– – – 

34,13± 

±5,64*,+ 

0,72± 

±0,09*,+,о 
1,91±0,23+,7 1,67±0,18+,7 

 

* – достоверные отличия от интактных крыс; + – достоверные отличия от контроля; 1,2,5,7 – достоверные отличия от крыс из 

групп МТС1, МТС2, МТС5, МТС7А; о – достоверные отличия ПЗо от ОП у крыс из одной группы; 7о – достоверные отли-

чия от ОП крыс из группы МТС7А. 

 
Таблица 2 

 
Содержание факторов апоптоза в печени на этапах её метастатического поражения (на грамм ткани) /  

Levels of apoptosis factors in the liver at liver metastasis (per g of tissue) 

 

Фактор Интактные Контроль МТС1 МТС2 МТС5 

МТС 7 

А Б 

МТС ПЗ МТС ПЗ 

TNF-α, нг 
1,21± 

±0,18 

0,73± 

±0,20 

1,90± 

±0,78+ 

2,90± 

±1,32+ 

0,93± 

±0,09 

0,18± 

± 0,03*,+,1,2,5 

3,36± 

±0,80*,+,5,м 

0,93± 

±0,02*,1,2,7 

12,82± 

±1,84*,+,1,2,5,м,7 

Каспаза-3, нг 
1,11± 

±0,20 

0,74± 

± 0,09 

0,92± 

± 0,11 

1,04± 

±0,07 

1,09± 

± 0,07 

0,96±     

±0,12 

0,30± 

±0,02*,1,2,5,м 

0,71± 

±0,082,5,7п 

0,89± 

±0,132,7п 

Цитохром С, нг  
1,91± 

± 0,83 

1,93± 

± 0,21 

6,99± 

± 1,29*,+ 

0,87± 

±0,161 

2,39± 

± 0,98 

9,56±     

±0,84*,+,2,5 

0,30± 

±0,05*,+,1,2,5,м 

8,88± 

±0,80*,+,2,5 

0,11± 

±0,03*,+,1,2,5,м 

 

* – достоверные отличия от интактных крыс; + – достоверные отличия от контроля; 1,2,5,7 – достоверные отличия от крыс из 

групп МТС1, МТС2, МТС5, МТС7А; м – достоверные отличия ПЗм от МТС у крыс одной из групп МТС7А или МТС7Б;  
7п – достоверные отличия от ПЗм крыс из группы МТС7А. 
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Через 1 неделю после введения опухолевых кле-

ток в селезенку концентрации исследуемых ве-

ществ в ней не изменялись (табл. 1). В печени, 

напротив, происходило увеличение содержания 

TNF-α в 2,6 раза, цитохрома С – в 3,6, в то время как 

количество каспазы-3 оставалось прежним (табл. 2). 

Известно, что на увеличение уровня TNF-α может 

влиять убиквитин-подобный модификатор FAT10 

[4]. Нарастание концентрации цитохрома С при 

отсутствии динамики каспазы-3 было отмечено 

другими исследователями при введении н-

бутилового эфира кофейной кислоты в клеточную 

линию рака легкого A549, что способствовало 

апоптозу злокачественных клеток [10]. Следова-

тельно, в печени через 1 неделю после введения 

опухолевых клеток в селезёнку процесс апоптоза 

гепатоцитов усиливался. 

На 2-й неделе эксперимента перед выходом 

первичного опухолевого узла в селезенке нарастало 

содержание TNF-α – в 2,3 раза по сравнению с кон-

тролем, однако оно оставалось в 5,8 раза ниже ин-

тактных значений; двукратно уменьшалась концен-

трация каспазы-3 (табл. 1). Известно, что TNF-α, с 

одной стороны, участвует в процессах апоптоза, с 

другой – стимулирует опухолевый рост и метаста-

зирование [5]. Установлено, что TNF-α через уве-

личение экспрессии FAT10 в пределах микросреды 

опухоли вызывает уменьшение содержания MAD2, 

р53 или бета-катенина и, как следствие, увеличива-

ет выживаемость, пролиферацию, инвазию и обра-

зование МТС раковых клеток [4]. В опытах на мы-

шах обнаружено, что TNF-α совместно с VEGF и 

M-CSF может быть ответствен за увеличение мета-

стазирования меланомы В16 в легкие [11]. Таким 

образом, увеличение уровня TNF-α в селезенке 

могло указывать как на начало процесса клеточного 

деления саркомы 45, так и на начавшееся метастази-

рование в печень. Снижение уровня каспазы-3 – ос-

новного фактора апоптоза – также подтверждало 

прогресс первичного опухолевого узла. Установле-

но, что клетки ОП научились защищаться от 

апоптоза путем делеции гена каспазы-3 или сниже-

ния его трансляции. Комплекс р53/р60, образуемый 

в результате этого процесса и найденный во многих 

опухолевых клетках, позволяет избежать апоптоза 

[12]. В печени на фоне по-прежнему высокого 

уровня TNF-α уровень цитохрома С уменьшался до 

исходных цифр (табл. 2). 

У крыс из группы МТС5 в период сформиро-

ванного опухолевого узла в селезенке в ПЗо кон-

центрация TNF-α увеличивалась ещё больше – в  

3 раза, но оставалась в 1,9 раза меньше интактных 

величин; сохранялся низкий уровень каспазы-3 

(табл. 1). Известно, что мезенхимальные клетки, 

предварительно стимулированные TNF-α, вызыва-

ют экспрессию трансформирующего фактора роста 

β1 (TGF-β1) и способствуют инвазии опухолевых 

клеток [13]. Увеличение уровня TGF-β1 на 5-й не-

деле опухолевого развития мы наблюдали ранее в 

параллельно проводимом исследовании [14]. В пе-

чени все изучаемые факторы достоверно не изме-

нялись (табл. 2).  

В период сформированных МТС в печени (через 

7 недель эксперимента) уровень TNF-α у крыс из 

группы МТС7А увеличивался в ОП в 2,2 раза, в 

ПЗо – в 3,4, в результате в ПЗо его становилось в 

1,6 раза больше (табл. 1). Концентрация каспазы-3 

возрастала только в ПЗо в 2,1 раза, её содержание 

здесь было в 1,5 раза больше, чем в ОП. В ОП рез-

ко, в 27,5 раза, увеличивалось количество цитохро-

ма С, в то время как в ПЗо оно уменьшалось в  

1,7 раза и становилось в 47,4 раза меньше, чем в 

ОП (табл. 1). Выявленная динамика исследуемых 

факторов в ОП и тканях, её окружающих, у крыс из 

группы МТС7А могла свидетельствовать об 

апоптозе, более выраженном в ПЗо. Причём одина-

ковым признаком апоптоза в ОП и ПЗо было 

накопление TNF-α, больше – в ПЗо. Отличитель-

ным признаком апоптоза злокачественной ткани 

было торможение образования каспазы-3 (накопле-

ние цитохрома С на фоне неизменного уровня кас-

пазы-3). Аналогичные сдвиги были обнаружены 

при апоптозе клеточной линии рака лёгкого [10]. 

Отличительным признаком апоптоза «добро-

качественных» клеток – спленоцитов, образующих 

ПЗо, расположенных по периферии ОП и сдавлива-

емых ею, являлось накопление каспазы-3 (количе-

ственное увеличение каспазы-3 сочеталось с 

уменьшением уровня цитохрома С).  

В МТС печени у крыс из группы МТС7А, в от-

личие от ОП, содержание TNF-α резко уменьша-

лось (в 6,7 раза), в то время как в ПЗм – увеличива-

лось и становилось в 3,6 раза больше, чем в печени 

у крыс из группы МТС5, и в 18,5 раза больше, чем 

в самих МТС (табл. 2). Такая динамика TNF-α сви-

детельствовала об усилении апоптоза гепатоцитов, 

сдавливаемых растущими МТС, и подавлении это-

го процесса в самих МТС. На фоне стабильного 

уровня каспазы-3 количество цитохрома С в МТС 

увеличивалось в 4 раза (табл. 2). В ПЗм концентра-

ции каспазы-3 и цитохрома С уменьшались соот-

ветственно в 3,6 и  8 раз и становились в 3,2 и в  

32 раза меньше, чем в МТС (табл. 2). Следователь-

но, и в МТС, и в ПЗм нарушалось образование кас-

пазы-3: в первом случае – непосредственно блоки-

ровался процесс активации каспазы-3 цитохромом С 

(несоответствие контрольного уровня каспазы-3 и 

увеличенного содержания цитохрома С), во втором – 

блокировался процесс высвобождения цитохрома С. 

Низкий уровень каспазы-3 в ОП и в ПЗм у крыс 



ISSN 0321-3005       ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ.    СЕВЕРО-КАВКАЗСКИЙ  РЕГИОН.                            ЕСТЕСТВЕННЫЕ НАУКИ.      2017.    № 3-2 

ISSN 0321-3005       IZVESTIYA VUZOV.     SEVERO-KAVKAZSKII     REGION.                              NATURAL SCIENCE.                 2017.   No. 3-2 

 

 49 

этой группы, на наш взгляд, предотвращал отда-

лённое метастазирование злокачественных клеток в 

лёгкие, поскольку известно, что каспазные ингиби-

торы и миРНК каспазы-3 способны предотвращать 

инвазию опухолевых клеток [7]. 

В ОП и ПЗо у крыс из группы МТС7Б, где наря-

ду с печеночными МТС регистрировались МТС в 

лёгких, количество TNF-α было бóльшим, чем у 

крыс из группы МТС7А: в ОП – в 1,8 раза, в ПЗо – 

в 5,2, при этом содержание TNF-α в ПЗо – в  

4,4 раза больше, чем в ОП (табл. 1). В МТС и ПЗм у 

крыс из группы МТС7Б уровень так же, как и в ОП 

и ПЗо, был больше, чем у крыс из группы МТС7А, 

соответственно в 5,2 и в 3,8 раза, при этом количе-

ство TNF-α в МТС не отличалось от контроля, а в 

ПЗм – превышало контрольные значения в 13,8 

раза (табл. 2).  

Большое содержание TNF-α в ОП и ПЗо у крыс 

из групп МТС7А и МТС7Б, а также большее коли-

чество TNF-α в тканях, окружающих злокачествен-

ные образования (первичные и метастатические), 

чем в самих неоплазмах, указывали на более выра-

женные в них апоптотические процессы. Следова-

тельно, апоптоз был максимально выражен в ПЗо и 

ПЗм, в то время как в МТС его не было. Кроме то-

го, у крыс из группы МТС7Б апоптоз в ОП, ПЗо и 

ПЗм был больше, чем в группе МТС7А (более вы-

сокий уровень TNF-α). Эти результаты согласуются 

с меньшим весом и объёмом ОП у крыс из группы 

МТС7Б по сравнению с группой МТС7А. Бóльшие 

уровни TNF-α в ОП, ПЗо, МТС, ПТЗм у крыс из 

группы МТС7Б могли указывать на большую зло-

качественность неоплазм. Известно, что при ин-

дукции апоптоза раковые клетки вместо смерти 

могут приобретать способность к инвазии [7]. Вве-

дение аспирина в дозах, приводящих к уменьше-

нию TNF-α и других провоспалительных факторов 

в крови кроликов с имплантированными опухоля-

ми печени, тормозило рост опухоли печени и 

уменьшало её метастазирование в легкие и почки 

[5]. TNF-α наряду с IL6 вносит вклад в потерю экс-

прессии маркеров, специфичных для печени, а 

TGF-β1, высвобождение которого он стимулирует, 

индуцирует эпителий-мезенхимальный переход 

HepaRG-tdHep [15].  

В ОП и в ПЗо у крыс из группы МТС7Б уровень 

каспазы-3 увеличивался соответственно в 2,3 и в 1,5 

раза, в результате её содержание в ОП становилось в 

1,5 раза больше, чем в ПЗо (табл. 1). Концентрация 

цитохрома С по сравнению с контролем возрастала 

незначительно: в ОП – в 1,5, в ПЗо – в 1,3 раза, и при 

этом не отличалась от интактных значений селезён-

ки (табл. 1). Уровень каспазы-3 в МТС у крыс из 

группы МТС7Б уменьшался в 1,5 раза и достоверно 

не отличался от ПЗм (табл. 2). Цитохром С вёл себя 

как и в группе МТС7А: увеличивался в МТС в 3,7, 

уменьшался в ПЗм в 21,7 раза, в результате в ПЗм 

содержание цитохрома С было в 80,4 раза меньше, 

чем в МТС (табл. 2). Следовательно, в МТС у крыс 

из группы МТС7Б, как и в группе МТС7А, блокиро-

вался процесс активации каспазы-3 цитохромом С 

(несоответствие контрольного уровня каспазы-3 и 

увеличенного содержания цитохрома С). В ПЗм об-

разованию каспазы-3 ничего не мешало (низкий 

уровень цитохрома С сочетался с контрольным 

уровнем каспазы-3). Известно, что каспазы, связан-

ные с мембраной апоптотических клеток, способны 

расщеплять внеклеточный матрикс [16], поэтому 

усиление продукции каспазы-3 в ОП, ПЗо, ПЗм у 

крыс из группы МТС7Б, скорее всего, способствова-

ло дальнейшему распространению злокачественных 

клеток. Кроме того, каспаза-3 также стимулирует 

секрецию PGE2, необходимого для выживания 

окружающих клеток; активация каспазы-3 помогает 

росту опухоли за счет стимулирующего влияния на 

внутриопухолевый ангиогенез [16]. 

Таким образом, мы подтвердили факт участия TNF-

α, каспазы-3 и цитохрома С в процессах злокачествен-

ного роста и метастазирования. Причём если увеличе-

ние их уровня в нормальных тканях свидетельствовало 

об апоптозе, то в неоплазмах – об усилении их злока-

чественности, повышении инвазивности и увеличении 

склонности к метастазированию. 
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Цель – изучение компонентов системы фибринолиза в опухоли и прилежащих тканях рака шейки матки (РШМ) при эк-

зофитном и эндофитном вариантах роста в сравнительном аспекте.  

Методы. Методами ИФА исследованы плазминоген (ПГ), РАР, uPA, tPA в опухоли, ее перифокальной зоне и ткани по 

линии резекции РШМ при экзофитном (n=17, T1b2-2bNхM0) и эндофитном (n=15, T1b2-2bNхM0) вариантах роста с гистологи-

ческим контролем. Статистика: программа STATISTICA 10.  

Результаты. Содержание ПГ во всех образцах ткани имело достоверные различия между экзофитным и эндофитным 

РШМ. Содержание РАР было наибольшим в области линии резекции при эндофитном росте РШМ. Содержание проуроки-

назы в ткани по линии резекции было одинаковым, в опухоли и ее перифокальной зоне – преобладало при экзофитном росте, 

урокиназы – во всех тканях при эндофитном росте РШМ. Содержание tPA-АГ при экзофитном росте увеличивалось от 

линии резекции к туморозному очагу, при эндофитном – уменьшалось. Образование tPA-акт было интенсивнее при эндо-

фитном росте, вплоть до истощения в центральной части опухоли. Обсуждается патогенетическая роль uPA, tPA и 

плазмина при РШМ. 

Выводы. При экзофитном росте РШМ оба активатора ПГ присутствуют во всех исследованных образцах ткани пре-

имущественно в виде проферментов, а при эндофитном росте – в виде активных ферментов. 

Самое интенсивное образование плазмина и его комплекса с РАР происходит в ткани из области линии резекции  при 

эндофитном росте РШМ. 

 
Ключевые слова: каскад активации плазминогена, ткань рака шейки матки. 

 
Aim - a comparative study of components of the fibrinolytic system in cervical tumors and adjacent tissues in exophytic and en-

dophytic growth patterns.  

Methods. Levels of plasminogen (PG), PAP, uPA and tPA were studied by ELISA in cervical tumors, perifocal zone and in the 

resection line in exophytic (n=17, T1b2-2bNхM0) and endophytic (n=15, T1b2-2bNхM0) growth patterns with histological control. Statis-

tics: the STATISTICA 10. 

Results. PG levels in all tissue samples differed significantly in exophytic and endophytic tumors. The PAP content was maximal 

in the resection line in the endophytic growth pattern. Prourokinase levels in the resection line tissues were similar, and prevailed in 

tumor and peritumoral tissues in the exophytic growth pattern. Urokinase levels were higher in the endophytic growth pattern in all 

tissues. tPA-Ag in the exophytic growth increased from the resection line to the tumor center, while in the endophytic growth pattern 

it decreased. tPA-Ag production was more intense in the endophytic growth, up to the depletion in the central tumor part. The patho-

genetic role of uPA, tPA and plasmin in cervical cancer is suggested. 

Conclusions. Both PG activators were found in all the studied tissue samples primarily as proenzymes in the exophytic growth 

pattern of cervical cancer, and as active enzymes in the endophytic growth pattern. 

The formation of plasmin and PAP was the most intense in the resection line tissues in the endophytic growth pattern of cervical 

cancer. 

 
Keywords: plasminogen activation cascade, cervical cancer tissue. 

 

Введение 
 

Одним из основных механизмов инвазии злока-

чественной опухоли является разрушение ее ба-

зальной мембраны и окружающего внеклеточного 

матрикса ассоциированными с ней протеазами, ко-

торые участвуют в процессах метастазирования и 

неоангиогенеза [1–3]. При развитии злокачествен-

ной опухоли активируется эндогенный протеолиз, к 

нему присоединяется активность белков, секрети-

руемых опухолью [4–6]. Ведущую роль в процес-

сах роста и метастазирования опухоли отводят 

участникам каскада активации плазминогена (ПГ), 

присутствующим во всех тканях [2, 5, 7]. Плазмин 

непосредственно и опосредованно активирует фак-

торы роста, стимулирующие пролиферативные и 

mailto:rnioi@list.ru
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миграционные процессы, а также участвующие в 

образовании новых сосудов in vivo и in vitro [8–10]. 

Плазмин прямо активирует практически все из-

вестные металлопротеиназы [1], участвующие в 

разрыхлении экстрацеллюлярного матрикса, раз-

рушении мембранных структур; некоторые из них 

реципрокно активируют проурокиназу [3]. Компо-

ненты указанных систем вовлечены в большой пе-

речень нормальных и патологических процессов, 

где они действуют независимо и/или участвуют в 

протеолитических каскадах. 

Цель исследования – изучение изменений ком-

понентов системы фибринолиза в опухоли и при-

лежащих тканях рака шейки матки (РШМ) при эк-

зофитном и эндофитном вариантах роста в сравни-

тельном аспекте.  

 

Материалы и методы 

 
Перед началом работы были получены добро-

вольное информированное согласие 30 больных и 

разрешение этического комитета РНИОИ на ис-

пользование операционного материала (опухоль и 

прилежащие ткани) для научных исследований. 

Методами ИФА с использованием стандартных 

тест-наборов ELISA исследовали плазмин, кова-

лентно связанный с α-2-антиплазмином (РАР), uPA, 

tPA в операционном материале РШМ: опухоли, ее 

перифокальной зоне и ткани по линии резекции 

при экзофитном (n=17, T1b2-2bNхM0) и эндофитном 

(n=15, T1b2-2bNхM0) вариантах роста. Гистологиче-

ский контроль производился во всех случаях. 

Определяли ПГ спектрофотометрическим методом. 

Все компоненты фиксировались в 10%-м гомогена-

те, на стерильном физиологическом растворе, с 

последующим пересчётом на 1 г влажной ткани. 

Статистика: сертифицированная прикладная про-

грамма STATISTICA 10. При вычислении досто-

верности различий между количественными пока-

зателями использовали t-критерий Стьюдента для 

малых выборок. 

 

Результаты и обсуждение 

 
В качестве отправной точки исследована ткань 

из области линии резекции, которую считали 

условно интактной на основании гистологического 

подтверждения в каждом конкретном случае. С ней 

сравнивали данные, полученные при изучении 

опухоли и ее перифокальной зоны. При эндофит-

ном варианте роста РШМ в этой ткани было досто-

верно повышено содержание ПГ – в 1,4 раза; РАР – 

в 1,3; активности урокиназного активатора ПГ 

(uPA-акт) и тромбокиназы (tPA-акт) – в 1,3 и 2,4; 

протромбокиназы (tPA-АГ) – в 1,9 раза сравни-

тельно с вариантом экзофитного роста (таблица). 

 
Система активации ПГ в ткани РШМ / Plasminogen activation system in cervical cancer tissues 

 

Показатель 

Условно интактная ткань Перифокальная зона Ткань опухоли 

Вариант роста 

Экзофитный Эндофитный Экзофитный Эндофитный Экзофитный Эндофитный 

1 2 3 4 5  

ПГ, мкМ/г тк 2,0±0,2 2,8±0,21 3,6±0,3      1,2 3,2±0,3      1,2 3,0±0,2      1,2,3 2,6±0,2       1, 3,4 

РАР, мкг/г тк 497,4±41,5 648,7±53,21 472,7±38,4  2 420,5±34,21,2 396,4±30,31,2 484,8±36,7  2,  5 

uPA-АГ, нг/г тк 18,7±1,5 18,1±1,41 74,5±6,0    1,2 45,6±3,6    1,2,3 60,5±4,6    1,2,3,4 35,5±2,6    1,2,3,4,5 

uPA-акт, ед/г тк 0,3±0,03 0,4±0,031 0,3±0,02      2 0,7±0,05    1,2,3 0,6±0,04    1,2,3 0,7±0,04    1,2,  4,5 

tPA-АГ, нг/г тк 62,8±5,1 121,4±9,71 107,9±8,5  1 87,2±6,8    1,2 147,7±11,91,2,3,4 55,7±4,2      2,3,4 

TPA-акт, ед/г тк 3,4±0,2 8,3±0,71 2,9±0,2      1,2 6,1±0,5      1,2,3 6,0±0,5      1,2,3 3,0±0,2       2, 4,5 

Коэффициенты соотношения взаимосвязанных показателей 

РАР/ПГ 248,7±21,6 231,6±20,7 131,3±11,1 1 131,4±11,5  1,2 132,1±10,11,2 186,5±14,7 1,2,3,4,5 

uPA- АГ/uPA-акт 62,3±5,1 45,2±3,81 248,3±20,9 1,2 65,1±5,6      1,2 100,8±7,6  1,2,3,4 50,7±4,1     1,  3,4,5 

tPA-АГ/tPA-акт 18,5±1,6 14,6±1,31 37,2±3,1     1,2 14,3±1,2       2 24,6±1,9    1,2,3,4 18,6±1,5       2,3,4,5 

 

Примечание. Индекс достоверности соответствует номеру столбца, с которым сравнивали числовые значения (р<0,05). 

 
В ткани злокачественной опухоли и ее перифо-

кальной зоне при обоих вариантах роста все иссле-

дованные показатели каскада активации ПГ отли-

чались от таковых в области линии резекции. 

В перифокальной зоне РШМ при эндофитном 

росте сравнительно с экзофитным установлены 

пониженное содержание uPA-АГ – в 1,6 раза, по-

вышенная активность урокиназы – в 2,3. Актив- 
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ность тромбокиназы также была выше в 2,1 раза 

при эндофитном росте РШМ, чем при экзофитном 

варианте роста. Остальные показатели не имели 

различий по вариантам роста, но достоверно отли-

чались от условно интактной ткани (таблица).  

В образцах ткани из эндофитно растущей опухоли 

содержание РАР и uPA-акт – в 1,2 раза каждого – 

выше сравнительно с экзофитно растущей опухо-

лью. Напротив, uPA-АГ, tPA-АГ и tPA-акт были 

выше в последней в 1,7; 2,7 и 2,0 раза относительно 

эндофитного варианта роста РШМ. 

Инвазия клеток опухоли неразрывно связана с 

локальной протеолитической активностью в реги-

оне клеточной поверхности, базальной мембраны, 

обусловленной многими ферментными системами, 

в том числе обширной группой трипсиноподобных 

протеиназ, в число которых входят активаторы ПГ, 

плазмин, многие матриксные металлопротеиназы, 

факторы роста и др., что разрыхляет экстрацеллю-

лярный матрикс и способствует миграции клеток. 

Важную информацию о равновесии и эффективно-

сти взаимодействия взаимосвязанных компонентов 

каскада активации ПГ могут дать коэффициенты их 

соотношения при изученных вариантах роста (таб-

лица). 

В условно интактной ткани, в перифокальной 

зоне и самой опухоли uPA-АГ/uPA-акт был выше 

при экзофитном росте РШМ в 1,4; 3,8 и 2,0 раза 

сравнительно с эндофитным РШМ. Аналогичная 

картина сложилась и для tPA-АГ/tPA-акт: при эк-

зофитном росте РШМ он был выше в 1,3; 2,6; 1,3 

раза в тех же участках ткани. 

Коэффициенты uPA-АГ/uPA-акт и tPA-АГ/tPA-

акт, представленные в таблице, подтверждают, что 

при экзофитном росте РШМ оба активатора ПГ 

присутствуют во всех исследованных образцах 

ткани преимущественно в виде проферментов, а 

при эндофитном росте – в виде активных фермен-

тов. Такая ситуация свидетельствует об усиленном 

синтезе компонентов тканевой фибринолитической 

системы при экзофитном росте РШМ и их «сроч-

ной» активации при эндофитном. Последнее неиз-

бежно приведет к увеличению выработки плазми-

на, как следствие – скорости повреждения базаль-

ной мембраны сосудов, активации факторов роста 

и других маркеров пролиферативной и миграцион-

ной активности. Наши данные согласуются с име-

ющимися представлениями о бóльшей токсичности 

эндофитно растущего РШМ [11]. Одновременно 

возникает вопрос о причинах биораспределения 

uPA и tPA в тканях рассматриваемых вариантов 

РШМ. 

В опухолях различного генеза продемонстриро-

вано увеличение экспрессии компонентов каскада 

активации ПГ. Их активация происходит по пара-

кринному механизму с участием факторов роста и 

цитокинов, выделяемых инфильтрирующими опу-

холь макрофагами и лимфоцитами, а также клетка-

ми опухолевой стромы [5, 7, 10]. Давно доказано, 

что центральное место в этом процессе занимает 

активатор ПГ урокиназного типа, его патогенети-

ческая роль в неоплазии подтверждается многими 

исследователями и не вызывает сомнений [2, 7–10]. 

Роль тканевого активатора ПГ в настоящее время 

уточняется. 

Истинный фибринолиз связан не только с плаз-

мином, но и с tPA, поскольку, в отличие от uPA, 

тромбопластин протеолитически активен в отно-

шении фибрина, имея к последнему высокое срод-

ство [12]. Количество tPA при эндофитно растущем 

РШМ увеличивается по мере удаления от опухоли; 

в туморозном очаге tPA меньше всего, словно про-

фермент и фермент «уклоняются» к периферии и 

далее в условно интактную ткань. При экзофитно 

растущем РШМ содержание tPA, наоборот, увели-

чивается от условно интактной ткани к туморозно-

му очагу, что прямо указывает на наличие опухоль-

ассоциированного фермента. Возможно, что в эк-

зофитно растущем раке перераспределения tPA не 

происходит еще и в связи с особенностью распо-

ложения опухоли, затрудняющей ее контакт с ги-

стологически неизмененной тканью по линии ре-

зекции, а также, возможно, иными механизмами 

образования и активации в последней.  

Авторы статьи [13] обнаружили во всех тканевых 

срезах стромы и препаратах клеток аденокарциномы 

толстой кишки, молочной железы, поджелудочной 

железы, саркомы, миелоидного лейкоза факторы и 

компоненты системы коагуляции. Они доказали, что 

последние продуцируются и секретируются злока-

чественными клетками, а затем вместе с фибриноге-

ном осаждаются во внеклеточный матрикс. Фибрин 

был идентифицирован ими на поверхностных мем-

бранах клеток карциномы и саркомы, преимуще-

ственно на границе опухоль – хозяин, а также в об-

ластях, непосредственно примыкающих к зонам ан-

гиогенеза, тогда как нормальные клетки и ткань не 

имели отложений фибрина. Авторы [13] считают, 

что все злокачественные клетки, независимо от эк-

тодермального или мезенхимального происхожде-

ния, следует рассматривать как источник гиперкоа-

гуляции и ингибирования фибринолитической си-

стемы. В [14] при разработке способа мониторинга 

in vivo отложений фибрина в прогрессирующей 

нейробластоме пришли к выводу о необходимости 

антитромботической терапии. Наши результаты мо-

гут служить подтверждением того, что образцы тка-

ней с бóльшим количеством tPA, скорее всего, со-

держат больше фибрина, чем остальные, в связи с 

высоким сродством tPA к последнему. 
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При раке фибрин детектирует ближайшие зло-

качественные клетки, особенно на границе с окру-

жающими клетками стромы и кровеносных сосудов 

[15]. На мышиной модели рака молочной железы 

авторами изучены профили биораспределения 

фибрина, который появлялся внутри опухоли еще 

до формирования стромы. В [15] доказано, что от-

ложение фибрина во внеклеточном матриксе слу-

жит каркасом для поддержки пролиферации, ми-

грации и роста опухолевых клеток. Это, по нашему 

мнению, способствует расширению опухолевого 

поля при эндофитно растущем РШМ. При экзо-

фитно растущем РШМ tPA может выполнять за-

щитную роль, лизируя фибриновые отложения в 

опухоли. Тем не менее в обзоре [12] освещена связь 

экспрессии системы регуляции ПГ, в частности, 

активаторов uPA и tPA, с инвазией и метастазиро-

ванием рака. Тканевой активатор ПГ рассматрива-

ется рядом исследователей как один из ферментов, 

вовлекаемых в процессы деструкции базальной 

мембраны, внеклеточного матрикса и инвазии кле-

ток [12, 16, 17]. Недавно сообщалось о повышении 

концентрации обеих форм tPA в опухолях у боль-

ных раком тела матки относительно значений в 

гистологически неизменённых тканях [4]. В добро-

качественных опухолях матки различий tPA с тка-

нью по линии резекции авторами не обнаружено. 

Складывается впечатление, что роль tPA не всегда 

сводится только к физиологическим и защитным 

реакциям; этому ферменту могут быть присущи и 

патологические эффекты, связанные с образовани-

ем плазмина, повреждением мембран и прогресси-

ей неоплазмы. В [16] при изучении ишемии и гипо-

ксии мозга установили, что формирование tPA-

опосредованного плазмина является критическим 

компонентом внесосудистых незрелых протеоли-

тических повреждений.  

Процесс образования плазмина представляет 

собой каскадный цикл, регулируемый реципрокно, 

избыточное его образование потенциально опасно 

[12]. При обоих вариантах роста РШМ различное 

содержание РАР и ПГ в области линии резекции у 

выделенных групп больных свидетельствует о раз-

личных условиях активации ПГ даже в условно 

интактной ткани пораженного органа. Основанием 

для этого предположения послужили различия в 

содержании проферментов активаторов ПГ и их 

активных форм в области линии резекции. При эн-

дофитном росте РШМ имеет место повышенная 

скорость образования плазмина, как следствие – 

большее количество вырабатываемого специфиче-

ского эндогенного ингибитора – α-2-антиплазмина 

и образующегося комплекса РАР. 

Таким образом, выявлены различия метаболи-

ческого статуса каскада активации ПГ в опухоли и 

прилежащих тканях при двух вариантах роста  

РШМ. Различия связаны с влиянием злокачествен-

ного процесса на показатели локального метабо-

лизма тканевой системы фибринолиза самой опу-

холи, ее перифокальной зоны и удаленных от нее 

участков по линии резекции при экзофитном и эн-

дофитном вариантах роста. Учитывая высокое 

сродство tPA к фибрину, вероятно, что его содер-

жание в исследованных образцах может дать ин-

формацию о биораспределении фибрина в опухо-

левой и прилежащих тканях при обоих вариантах 

роста. 

 

Выводы 

 

1. При экзофитном росте РШМ uPA и tPA при-

сутствуют во всех исследованных образцах ткани 

преимущественно в виде проферментов, а при эн-

дофитном росте – в виде активных ферментов.  

2. Самое интенсивное образование плазмина и 

его комплекса с РАР происходит в ткани поражен-

ного органа, считающейся условно интактной,  при 

эндофитном росте РШМ. 
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Цель – изучение калликреин-кининовой системы (ККС), трипсиноподобных протеиназ и универсальных ингибиторов 

плазмы крови при солитарных остеолитических метастазах с различной локализацией первичного очага.  

Методы. Исследована цитратная плазма крови 30 больных 3872 лет с солитарными остеолитическими метастаза-

ми и 32 доноров:  до операции (фон), после операции (1-е и 7-е сут) и в отдалённый период (1 и 6 мес. после выписки). Ста-

тистика: программа STATISTICA 10.0. 

Результаты. До лечения активность калликреина (K) была резко повышена относительно нормы при сниженном 

уровне прекалликреина (ПК),  без выраженной динамики в течение всего наблюдения. Активность карбоксипептидазы N 

была в 2,7 раза ниже нормы, в 1-е сут продолжала снижаться, в дальнейшем достоверно повышалась, не достигая нормы. 

Общая активность трипсиноподобных протеиназ (ОТП) плазмы крови больных до лечения превышала норму в 3,4 раза и 

сохранялась на высоком уровне в течение всего периода наблюдения. Активность α2М до лечения была снижена в 2 раза 

относительно нормы, после операции сохранялась низкой с постепенным повышением к концу наблюдения. До лечения 

α1ПИ был ниже нормы в 1,9 раза и сохранялся пониженным весь период наблюдения.  

Выводы. При развитии остеолитических метастазов рака различной локализации длительная активация ККС приво-

дит к истощению ПК в плазме крови, сохранению высокой активности К при снижении активности кинин-разрушающего 

фермента карбоксипептидазы универсальных ингибиторов α2М и α1ПИ.  

Кининовая система и универсальные ингибиторы α2М и α1ПИ являются непосредственными участниками процесса 

формирования остеолитических метастазов. 

 
Ключевые слова: кининовая система, ингибиторы, остеолитические метастазы, плазма крови. 

 
Aim - studying the kinin-kallikrein system (KKS), trypsin-like proteases and universal blood plasma inhibitors in solitary osteo-

lytic metastases from various primary tumors.  

Methods. We studied the citrated blood plasma of 30 patients aged 38–72 years with solitary osteolytic metastases (рT3-4NхM1) 

and of 32 donors: before surgery, after it (on days 1 and 7) and long after the discharge (in 1 and 6 months). Statistics: the  

STATISTICA 10.0. 

Results. Activity of kallikrein (K) before the treatment was increased sharply compared to the normal values, while prekallikrein 

(PK) levels were decreased, without significant changes during the observation period. Activity of carboxypeptidase N was 2.7 times 

lower than the norm; it continued decreasing on day 1, and then it started increasing, without reaching the normal levels. Total ac-

tivity of trypsin-like proteases in the blood plasma before the treatment exceeded the norm by 3.4 times and maintained its high level 

during the entire observation period.  Activity of α2M before the treatment was decreased by 2 times, compared to the norm, and 

maintained its low level after the surgery with a gradual increase by the end of observation. α1PI was lower than the norm by 1.9 

times before treatment and was low during the observation period.  

Conclusions. In osteolytic metastasis from various primary tumors, the long-term activation of the KKS leads to the depletion of 

PK in the blood plasma, maintenance of high kallikrein activity, with decreasing activity of the carboxypeptidase kinin-destroying 

enzyme and universal α2M and α1PI inhibitors.  

The kinin system and universal α2M and α1PI inhibitors are the direct participants of the process of osteolytic metastasis formation. 

 
Keywords: kinin system, inhibitors, osteolytic metastases, blood plasma. 

 
Костные метастазы – частое осложнение рака, 

возникающее у 15–70 % больных в поздних стадиях 

рака. Возникновение костных метастазов связано с 

особенностями костной ткани: хорошим кровоснаб-

жением и постоянно происходящими в ней процес-

сами костеобразования. При остеолитических мета-

стазах обязательным компонентом является вялоте-

кущее воспаление как результат резорбции костной 

ткани [1, 2]. Возникающие структурные поломки 

сопровождаются глубокими функционально-метабо-

лическими изменениями [2]. В основе деструктив-

ных процессов, развивающихся после действия фак-

торов, ассоциированных с остеолитическими мета-

стазами, лежит активация аутолиза, обусловленная 

избыточным содержанием лизосомных ферментов в 

цитоплазме клеток [3]. Лизосомные ферменты обес-

печивают активацию системы комплемента, калли-

креин-кининовой системы (ККС), процессы сверты-

вания крови и фибринолиза, а также участвуют в 

высвобождении факторов роста, цитокинов и лим-

фокинов [4, 5], подтверждая свою значимость в про-

цессах деструкции, пролиферации, инвазии и мета-

стазирования. 

Из множества регуляторных ККС привлекает 

внимание как адаптивно-защитная система быстро-

го реагирования. Нарушение физиологического 

баланса ККС играет важную роль в патогенезе зло-

качественных новообразований; её патологическая 

активация является одной из причин нарушений 

проницаемости микрососудов, реологических 

свойств крови, развития отёка, воспаления и воз-

никновения болевого синдрома [4, 6–9]. Калликре-

ин (К) (эволюционно неизменная протеиназа трип-

синового типа серинового ряда) имеет множество 

биологических свойств и уникальную кининоге-

назную специфичность [8]. Кроме К, кининогеназ-

ную активность проявляют в разной степени и 

остальные трипсиноподобные ферменты. Трипси-

ноподобные протеиназы (ТПП) являются обяза-

тельными участниками развития злокачественных 
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новообразований и представляют особый интерес 

как наиболее распространённые в организме.  

Активность ферментов трипсинового типа серино-

вого ряда регулируется универсальными ингибитора-

ми – серпинами. Ингибиторы α-1-протеиназный инги-

битор (α1ПИ) и α-2-макроглобулин (α2М), контроли-

рующие активность протеолиза в номенклатуре бел-

ков, отнесены к серпинам (сериновых протеиназ инги-

биторы), хотя теперь доказана их широкая субстратная 

специфичность, вплоть до универсальности [10, 11]. 

Оба ингибитора являются белками острой фазы и мо-

гут быть полезны в выявлении изменений метаболизма 

при вторичном раке костей и его лечении. 

Цель исследования – изучение ККС, ТПП и 

универсальных ингибиторов плазмы крови при со-

литарных остеолитических метастазах с различной 

локализацией первичного очага.  

 

Материалы и методы 
 

Исследована цитратная плазма крови у 30 боль-

ных 3872 лет с солитарными остеолитическими 

метастазами и у 32 доноров. Больные (табл. 1) полу-

чали стандартное комплексное лечение.  

Гендерных и возрастных различий в плазме кро-

ви больных не установлено. Полученные цифровые 

данные сравнивали с результатами исследования 

цитратной плазмы крови 32 практически здоровых 

доноров 3458 лет (19 мужчин и 13 женщин). Пред-

ставлены результаты наблюдения больных: до опе-

рации (фон), после операции (1-е и 7-е сут), в отда-

лённый период (1 и 6 мес. после выписки). 

Статистика: использовали программу STATIS-

TICA 10.0 (Stat Soft Inc., США) и Med Calc. Количе-

ственные параметры величин  представляли  с по-

мощью среднего выборочного значения с указанием 

стандартной ошибки средней величины: M±m. Кри-

тический уровень значимости при проверке стати-

стических гипотез был равен 0,05.  

 
Таблица 1 

 

Распределение больных в зависимости от морфотипа 

опухоли / Patients with various tumor morphotypes 

 

Морфологический тип опухоли 
n=30 

Число больных % 

Рак молочной железы 15 50,0 

Рак почки 7 23,3 

Аденокарцинома ЖКТ 1 3,3 

Рак тела матки  1 3,3 

Рак лёгкого 2 6,7 

Лимфопролиферативное заболевание 2 6,7 

Без выявленного первичного очага 2 6,7 

 

Результаты исследования 
 

До лечения в плазме крови всех больных с 

остеолитическими метастазами активность K была 

резко повышена относительно нормы при низком 

уровне прекалликреина (ПК), что свидетельствова-

ло о длительной гиперактивации кининовой систе-

мы. Так, активность K плазмы крови была выше 

донорских данных в 4,0 раза (табл. 2), при этом 

содержание ПК было снижено в 2,1 раза.  

 
Таблица 2 

 
Динамика ККС и ингибиторов в плазме крови больных с остеолитическими метастазами  в госпитальный период 

(M±m) / Dynamics of KKS and inhibitors in blood plasma in patients with osteolytic metastases during hospital stay 

 
Показатель Доноры До лечения (фон) 1-е сут после лечения 7-е сут после лечения 

Контрольная группа 

ОТП, мЕ/мл 279,0±12,7 957,3±56,31 2290±109,11,3 1674±76,11,3 

ТП, мЕ/мл 247,3±11,8 831,3±37,81 2166±98,51,3 1531±72,91,3 

К, мЕ/мл 31,74±2,1 126,1±7,51 123,6±6,51,3 143,0±7,21 

ПК, мЕ/мл 362,8±19,1 169,7±9,41 160,0±7,61 191,5±11,31,3 

КОП, мкМ/мл 0,865±0,04 0,325±0,021 0,363±0,031 0,279±0,021,3 

α1ПИ, ИЕ/мл 24,97±1,2 12,87±1,11 12,79±0,81 19,64±1,21,3 

α2М, ИЕ/мл 5,104±0,23 2,521±0,11 2,129±0,11,3 3,149±0,21,3 

Коэффициенты соотношения взаимосвязанных показателей 

ОТП/К   8,8±0,5 7,3±0,51 18,9±1,21,3 11,9±0,11,3 

ПК/К   11,4±0,7 1,5±0,11 1,3±0,11 1,2±0,11 

К/КОП   36,7±2,2 474±27,91 389±22,91 704±61,41,3 

К/α2М   6,2±0,4 78,9±5,11 63,4±4,21 49,6±3,81,3 

ТП/α1ПИ   9,9±0,7 64,6±5,31 217±13,61,3 78,4±6,51,3 

 
Примечание. Различия достоверны: 1 – относительно данных донорской плазмы крови; 2 – сравнительно с данными кон-

трольной группы; 3 – изменения достоверны относительно предыдущего срока исследования (р<0,05). 
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Состояние кининобразующего звена ККС, а 

именно ПК-К, оценивалось как близкое к истоще-

нию. Подтверждением тому служит величина со-

отношения ПК/К 1,5 против 11,4 у доноров. Ко-

эффициент соотношения ПК/К был резко снижен 

(7,6 раза). Активность кинин-разрушающего фер-

мента карбоксипептидазы N (КОП) была снижена в 

2,7 раза, т.е. разрушение образующегося брадики-

нина было замедлено. 

Общая активность трипсиноподобных протеи-

наз (ОТП) плазмы крови больных до лечения пре-

вышала норму в 3,4 раза, без учёта К – в 3,4 раза. 

К ТПП без учёта K (ТП) относятся трипсин, плаз-

мин, активаторы плазминогена, тромбин, эластаза, 

большинство факторов свёртывания, некоторые 

компоненты комплемента, факторы роста и др. 

Информация об активности указанных ферментов 

необходима для оценки не только интенсивности 

ограниченного протеолиза, но и возможности 

пролиферации, трансформации, миграции клеток, 

поскольку доказано непосредственное участие 

плазмина, его активаторов, К, трипсина, факторов 

роста и других трипсиновых протеиназ в перечис-

ленных процессах [4–12]. 

До лечения активность α1ПИ в плазме крови 

была ниже, чем у доноров, в 1,9 раза. Анализ 

протеиназо-ингибиторного равновесия в соотно-

шении ТП/α1ПИ показал его резкое увеличение в 

6,5 раза относительно нормы (табл. 2). Указанное 

соотношение рассматривалось без учёта активно-

сти К. Кининогеназная активность К блокируется 

универсальным ингибитором α2М, который, об-

ладая к К наибольшим сродством, связывает и 

все известные протеиназы [10, 12]. Его актив-

ность до лечения в плазме крови больных кон-

трольной группы была снижена в 2 раза относи-

тельно нормы.  

Таким образом, в период до лечения у всех 

больных наблюдались гиперактивация ПК, близкая 

к полному его истощению, сниженная активность 

КОП и ингибиторов (табл. 2). 

В 1-е сут после операции установлено, что 

активность К плазмы крови оставалась высокой, 

количество ПК также не изменилось (табл. 2). 

Иначе говоря, в крови всех больных сохраня-

лась повышенная интенсивность образования 

свободных кининов. Активность их разрушения 

под действием КОП у больных контрольной 

группы оставалась на прежнем уровне. Это ука-

зывает на замедленное разрушение свободных 

кининов, что сохраняло их биологические эф-

фекты. На 7-е сут послеоперационного периода 

в плазме крови 93,8 % больных намечалась от- 

 

 

чётливая тенденция к повышению активности К 

на 15,7 % (р=0,051) относительно 1 сут при не-

большом увеличении ПК на 19,7 % (р=0,018). 

Активность КОП снизилась ещё на 30,1 % 

(р=0,009), что способствовало увеличению про-

должительности существования брадикинина  

в крови и, соответственно, реализации его био-

логических свойств. Следовательно, в плазме 

крови больных при повышении активности К  

и сохранении низкой активности кинин-

разрушающего фермента КОП время существо-

вания в крови свободного брадикинина увели-

чивалось. 

На 7-е сут послеоперационного периода ОТП в 

плазме крови больных снизилась на 36,8 % 

(р=0,031) относительно предыдущего срока иссле-

дования. Активность трипсиновых протеиназ ока-

залась выше, чем в период до лечения, на 84,2 %. 

Активность ТП (без учёта K) в плазме крови всей 

группы больных с остеолитическими метастазами в 

1-е сут после операции превышала предоперацион-

ные цифры в 2,6 раза (табл. 2). На 7-е сут после 

операции наблюдалось снижение активности ТП на 

41,5 % (р=0,006). 

Количество α1ПИ в плазме крови больных 

контрольной группы сохранялось на том же 

уровне, что и до лечения, а α2М – даже снижа-

лось на 18,4 % (р=0,044; табл. 2). На 7-е сут по-

слеоперационного периода содержание α1ПИ в 

плазме крови больных увеличилось на 53,6 % 

(р=0,010), а α2М – на 48,0 % (р=0,011) относи-

тельно 1-х сут (табл. 2).  

Таким образом, была обнаружена связь измене-

ний биохимических показателей с клинической 

картиной в течение госпитального периода, в част-

ности, с наличием/отсутствием болевого синдрома; 

поэтому исследования компонентов ККС и ингиби-

торов плазмы крови продолжались в послегоспи-

тальный период через 1 и 6 мес. со дня выписки 

больных.  

Прежде всего, нас интересовала интенсив-

ность выработки брадикинина и его разрушения 

в плазме крови. Активность К к концу 1-го мес. 

послегоспитального периода в плазме крови 

больных увеличилась на 29,7 % сравнительно с 

7-ми сут госпитального периода (табл. 3) и оста-

валась стабильно повышенной через 6 мес., что 

на 47,0 % превышало исходные цифры. Содер-

жание ПК обнаружило чёткую тенденцию к по-

вышению (на 15,8 % при р=0,049) относительно 

7-х сут наблюдения и сохранялось практически 

на этом же уровне через 6 мес., что на 23,2 % 

превышало данные периода до лечения (табл. 3).  
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Таблица 3 

 
Динамика ККС и ингибиторов в плазме крови больных с остеолитическими метастазами  в послегоспитальный  

период (M±m) / Dynamics of KKS and inhibitors in blood plasma in patients with osteolytic metastases during  

post-hospital period 

 
Показатель Донор До лечения (фон) Через 1 мес. после лечения Через 6 мес. после лечения 

Контрольная группа 

ОТП, мЕ/мл 279,0±12,7 957,3±56,31 1050±62,31 1380±76,71,3 

ТП, мЕ/мл 247,3±11,8 831,3±37,81 864,6±51,91 1202±70,71,3 

К, мЕ/мл 31,74±2,1 126,1±7,51 185,4±10,31,3 181,8±10,71,3 

ПК, мЕ/мл 362,8±19,1 169,7±9,41 221,8±11,61,3 209,1±11,61,3 

КОП, мкМ/мл 0,865±0,04 0,325±0,021 0,405±0,031,3 0,476±0,031,3 

α1ПИ, ИЕ/мл 24,97±1,2 12,87±1,11 19,18±1,71,3 19,18±1,11,3 

α2М, ИЕ/мл 5,104±0,23 2,521±0,11 4,259±0,31,3 6,743±0,41,3 

Коэффициенты соотношения взаимосвязанных показателей 

ОТП/К        8,8±0,5 7,3±0,51 5,7±0,41,3 7,6±0,51,3 

ПК/К     11,4±0,7 1,5±0,11 1,2±0,01 1,3 1,2±0,11 

К/КОП   36,7±2,2 474±27,91 458±25,41 382±23,91,3 

К/α2М   6,2±0,4 78,9±5,11 43,5±2,91,3 27,0±1,81,3 

ТП/α1ПИ   9,9±0,7 64,6±5,31 45,1±3,21,3 62,7±4,51,3 

 

Примечание. Различия достоверны: 1 – относительно данных донорской плазмы крови; 2 – сравнительно с данными кон-

трольной группы; 3 – изменения достоверны относительно предыдущего срока исследования (р<0,05). 

 
В послегоспитальный период у всего контин-

гента больных наблюдаемое повышение активно-

сти К поддерживалось небольшим, но устойчивым 

ростом количества его неактивной формы – ПК, 

поэтому решающее значение приобретает актив-

ность кинин-разрушающих ферментов – КОП.  

С 1-го по 6-й мес. после выписки у всего контин-

гента больных наблюдался рост активности КОП: к 

концу 1-го мес. – в 1,5 раза; по окончании 6 мес. 

после выписки – в 1,7 относительно 7-х сут наблю-

дения. Из описанной динамики следует, что инак-

тивация брадикинина в плазме крови, начавшись на 

7-е сут у 11 больных, через один месяц после вы-

писки была гораздо интенсивнее у большего числа 

больных (19 чел., 63,3 %), а к концу 6-го мес. –  

у 22 из 30 чел. (73,3 %).  

Активность α2М к концу 1-го мес. превышала 

норму на 19,8 % (р=0,041), к концу 6-го мес. – на 

32,1 %, что было выше фоновых цифр в 2,7 раза. 

Через 1 и 6 мес. после выписки активность α1ПИ 

не изменилась по сравнению с последним сроком 

исследования в стационаре – 7-ми сут. Эта вели-

чина превышала фоновые данные на 49,0 %, оста-

ваясь ниже нормы на 30,2 %. Отсутствие положи-

тельной динамики α1ПИ в течение полугода после 

лечения согласуется с высокой ОТП, которая в 1-й 

мес. была практически на уровне фона, а к концу 

6-го мес. повысилась на 31,4 %. Повышенная 

ферментативная активность может вызывать ре-

флекторное увеличение ингибиторного ответа как 

контролирующего фактора, поэтому сохранение 

пониженной активности α1ПИ в течение длитель-

ного времени, вероятно, следует связывать с вли-

янием злокачественного процесса.  

 

Обсуждение 

 

Механизм развития остеобластических метаста-

зов малоизучен. Тем не менее известно, что при 

этом происходит образование новой костной ткани 

вокруг опухолевых клеток на поверхности трабе-

кул [13]. Однако сейчас установлено, что происхо-

дит не только костеобразование, но имеет место и 

процесс остеолизиса, так как уровень известных 

маркеров костной резорбции при этом всегда по-

вышен. В смешанных метастатических очагах про-

исходят процессы как патологического костеобра-

зования, так и остеолизиса. Метастазы наблюдае-

мых нами больных были с преобладанием литиче-

ского компонента.  

До лечения в плазме крови всех больных с 

остеолитическими метастазами установлены по-

вышенная активность ТПП, включая К, и снижен-

ная активность универсальных ингибиторов α2М и 

α1ПИ. В этот период в плазме крови у всего кон-

тингента больных отмечалось выраженное стойкое 

рассогласование протеиназо-ингибиторного равно-

весия плазмы крови (табл. 2, 3). Эволюционно 

неизменная ККС как система адаптации и защиты 

является обязательным участником всех воспали-

тельных и деструктивных процессов; её компонен-

ты присутствуют во всех тканях организма, от её 



ISSN 0321-3005       ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ.    СЕВЕРО-КАВКАЗСКИЙ  РЕГИОН.                            ЕСТЕСТВЕННЫЕ НАУКИ.      2017.    № 3-2 

ISSN 0321-3005       IZVESTIYA VUZOV.     SEVERO-KAVKAZSKII     REGION.                              NATURAL SCIENCE.                 2017.   No. 3-2 

 

 63 

метаболизма практически всегда зависят направ-

ленность действия трипсиноподобных и других 

протеиназ систем фибринолиза, свёртывания,  ком-

племента, цитокинов, факторов роста, митогенные 

изменения и т.д. [4, 6–9, 14]. 

Сравнительная оценка состояния ККС и инги-

биторов периферической крови до лечения при со-

литарных опухолях различной локализации [15–

18], а также при остеолитических метастазах в про-

ведённом исследовании свидетельствует о законо-

мерности событий, развивающихся в циркулирую-

щей крови онкологических больных. Наши резуль-

таты согласуются с данными, представленными в 

литературе. В обзорах [8, 14], трудах [6, 17] под-

черкивается роль К в развитии различных видов 

рака. В [17] установлена корреляция увеличения К 

(KLK6, KLK7 и KLK9) в глиобластоме с низкой 

выживаемостью пациентов. Доказано, что К непо-

средственно влияет на регуляцию роста клеток, в 

том числе злокачественных, ангио- и неоангиоге-

нез, инвазию и метастазирование неоплазмы [6–8]. 

Активаторами К являются все ферменты трипсино-

вого типа и многие другие, ацидоз, гипоксия, изме-

нение полярности мембран, опухолевые и иные 

токсины и т.д. [8, 19]. Биологические эффекты К 

проявляются при нарушении физиологического 

баланса внутри самой системы и недостаточности 

ингибиторного контроля [4, 14]. В [20] приведены 

конкретные данные, касающиеся стимулирования 

брадикинином и его аналогами клеток рака молоч-

ной железы, которое вызывает освобождение ме-

таллопротеиназ 2 и 9 (ММП2 и ММП9), одновре-

менно увеличивая пролиферацию клеток.  

Основываясь на этих и других сведениях, мы 

полагаем, что высокая активность К отражает их 

непосредственное участие в процессах деструкции 

костной ткани при остеолитических метастазах, что 

сказывается на состоянии всей ККС плазмы крови, 

с реализацией их кининогеназных и биологических 

свойств. Многие исследователи предлагают ис-

пользовать определение К как биомаркеров пане-

лей, обеспечивающих улучшение диагностики зло-

качественных опухолей и прогноза их развития [6, 

7, 9, 17].  

Блокирование α2М абсолютно специфичной ки-

ниногеназы К и ускорение разрушения брадикини-

на КОП начиналось с 7-х сут у 36,7 % больных  

(11 чел. из 30). Результаты согласовались с клини-

ческой оценкой состояния больных: все 11 больных 

сообщили об уменьшении болевого синдрома. 

Инвазия клеток опухоли неразрывно связана с 

локальной протеолитической активностью в реги-

оне клеточной поверхности, обусловленной мно-

гими ферментными системами, в том числе ТПП; 

как следствие – матриксными металлопротеиназа-

ми, что разрыхляет экстрацеллюлярный матрикс, 

тем самым способствуя миграции клеток. В насто-

ящем исследовании, как показали биохимические 

данные, использование общепринятой терапевти-

ческой схемы для лечения больных не приводило к 

восстановлению баланса ТПП и универсальных 

ингибиторов. Соотношение ТПП ТП/α1ПИ остава-

лось на предоперационном уровне до окончания 

периода наблюдения, а баланс К/α2М в этот срок 

был в 4,4 раза выше нормы (табл. 3). Контроль ак-

тивности К и образования брадикинина практиче-

ски отсутствовал: эффективность разрушения бра-

дикинина по коэффициенту К/КОП на 7-е сут была 

в 1,5 раза ниже, чем до лечения. Выявленный нами 

факт прогрессирующей в госпитальный период 

протеолитической активности в плазме крови 

больных при недостаточном ингибиторном кон-

троле вновь создает онкогенно опасную ситуацию, 

благоприятные условия для перехода стадии онко-

генной трансформации клеток в стадию промоции. 

Для плазмы крови всех больных были характер-

но постепенное нарастание и сохранение активно-

сти ограниченного протеолиза, который оценивал-

ся по состоянию ТПП в течение всего периода 

наблюдения (табл. 2, 3). Рост α2М, несомненно, яв-

лялся положительным моментом, однако этот уни-

версальный ингибитор ограничивает активность не 

только К, но и всех известных протеиназ [11]. Од-

новременно наблюдался весьма сдержанный при-

рост α1ПИ только на 7-е сут наблюдения, не дости-

гающий нормативных значений, затем, в послегос-

питальный период, его активность снова снижа-

лась. Общая ингибиторная ёмкость плазмы крови 

больных контрольной группы (по α2М и α1ПИ) ока-

зывалась недостаточной для обеспечения контроля 

протеолиза. Темп инвазии злокачественных опухо-

лей определяется балансом гидролаз и их ингиби-

торов, который при прогрессирующем росте опу-

холей сдвинут в сторону избытка ферментов [11]. 

Сохранение высокой протеолитической активности 

при недостатке α1ПИ давно рассматривается как 

неблагоприятный фактор при онкологической па-

тологии [5]. Помимо всего, трипсиновые протеина-

зы являются активаторами К [4]. 

Что касается ККС, её внутреннего баланса и со-

отношения с α2М в плазме крови больных с остео-

литическими метастазами, то здесь налицо патоло-

гический тип реагирования. Постоянная высокая 

активность К, даже при некотором (на грани зна-

чимости) пополнении запаса ПК и катастрофически 

низкой активности кининаз в течение всего срока 

наблюдения (табл. 2, 3), обеспечивает постоянный 

приток брадикинина к ноцирецепторам, клеткам 

крови, тканей и проявление их биологических 

свойств. Низкая активность кинин-разрушающих 
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ферментов увеличивает время существования сво-

бодных кининов, усиливая тем самым их алгоген-

ное и биологическое действие, что проявлялось в 

сохранении выраженного болевого синдрома у 

большинства больных к моменту выписки. 

Очевидно, что паранеопластические сдвиги, 

свойственные остеолитическим метастазам, в том 

числе резко выраженный болевой синдром, в 

первую очередь касаются системы циркулирующей 

крови. При онкологических заболеваниях, и в част-

ности, костных метастазах, нейрохимические про-

цессы, происходящие на уровне клетки, приобре-

тают устойчивые функциональные изменения, ка-

сающиеся регуляторных систем, ионного равнове-

сия, мембранного потенциала. Изменения метабо-

лизма ККС всегда влияют на направленность дей-

ствия ТПП и других систем ограниченного протео-

лиза, формирование болевого синдрома, состояние 

клеточных мембран и т.д. [4, 6–9, 14]. Активация 

ККС осуществляется при любых изменениях сре-

ды, поскольку сериновые протеиназы всегда имеют 

преимущество перед остальными ввиду низких 

энергозатрат [19]. Кинины усиливают высвобожде-

ние гистамина из тучных клеток, синтез проста-

гландинов многими типами клеток. Ряд биологиче-

ских эффектов кининов, в частности, вазодилата-

цию, сокращение гладкой мускулатуры, развитие и 

сохранение боли, связывают не только с ними, но и 

с усилением образования простагландинов под 

влиянием брадикинина [4]. Повреждение эндотелия 

или оголение сосуда в зоне альтерации приводит  

к усиленной гиперплазии и/или пролиферации 

гладкомышечных элементов сосудов, что обуслов-

лено усиленной адгезией клеток крови на гладкую 

мускулатуру и что, в свою очередь, снижает обра-

зование эндотелием субстанций, ингибирующих 

процессы пролиферации [21]. На тонус и проница-

емость кровеносных сосудов оказывает влияние 

брадикинин, он же вызывает изменение локального 

состояния васкуляризации и формирует болевой 

синдром [4]. 

Резюмируя приведенные результаты комплекс-

ного клинико-лабораторного исследования, следует 

заключить, что терапия онкологических больных 

должна быть направлена не только на эрадикацию 

малигнизированных клеток, но и на устранение 

системных паранеопластических расстройств фер-

ментного баланса и ингибиторного потенциала пе-

риферической крови, подавление дезорганизации 

биосистем, прогрессирующих на фоне лучевой по-

лихимиотерапии и способствующих развитию опу-

холевой прогрессии. Полученные нами результаты, 

касающиеся ККС, ингибиторов α2М и α1ПИ, благо-

даря уточнению их метаболизма при генерализации 

злокачественного процесса помогут в оценке роли 

этих систем и разработке новых методов лечения 

остеолитических метастазов.  

 

Выводы 

 

1. При развитии остеолитических метастазов 

рака различной локализации длительная активация 

ККС приводит к истощению ПК в плазме крови, 

сохранению высокой активности К при снижении 

активности кинин-разрушающего фермента КОП и 

универсальных ингибиторов α2М и α1ПИ.  

2. Кининовая система и универсальные ингиби-

торы α2М и α1ПИ являются непосредственными 

участниками процесса формирования остеолитиче-

ских метастазов. 
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Цель работы – изучить влияние фармакологической субстанции дигидробромид-2-(3,4-дигидроксифенил)-9-

диэтиламино-этилимидазо-[1,2-a] бензимидазол (эноксифол) на рост опухоли на модели перевиваемой экспериментальной 

меланомы мышей В16. 

Материалы и методы. Штамм меланомы В16 прививали 80 мышам-самкам C57/Bl6 массой 18–20 г подкожно. Введе-

ние эноксифола  внутрижелудочно (0,5 мл в сут) начинали через 48 ч после перевивки опухоли  1 раз в сутки 10 дней в разо-

вых дозах 50, 220, 500 мг/кг (1, 2 и 3-я группы соответственно).  Препарат сравнения – мексидол, контрольный – физиоло-

гический раствор, их вводили животным в аналогичных режимах и объемах.  

Результаты. Показано, что эноксифол при внутрижелудочном введении мышам  не оказывал выраженного торможе-

ния на рост меланомы В16.  Только во 2-й группе  животных торможение роста опухоли на 22-е сут составило 48,7 %.  

Средняя продолжительность жизни мышей всех опытных групп по сравнению с контрольной группой статистически зна-

чимо не различалась.  

Обнаружено снижение в 2,1; 4,8 и 2,5 раза  для 1, 2, 3-й групп соответственно количества метастатических узлов в 

ткани легкого относительно контроля. Индекс ингибирования метастазирования составил 71,3 % в среднем для всех 

групп, что в 1,3 раза больше величины, найденной для мексидола (54,2 %).  

Выводы. Выявленные значимые изменения показателей метастатической активности опухоли позволяют предпола-

гать, что эноксифол во всех изученных дозировках оказывает большее влияние на развитие спонтанных метастазов в лег-

кие и частоту метастазирования, чем на рост первичной опухоли меланомы В16 у мышей. 

 
Ключевые слова: экспериментальная меланома В16, производное бензимидазола, антиоксидант, противоопухолевая 

активность, антиметастатическая активность. 

 
Objectives. Study of the influence of a pharmacological substance dihydrobromide-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-9-diethylamino-

ethylimidazo-[1,2-a] benzimidazole (enoxifol) on the tumor growth on a model of experimental transplantable B16 melanoma in mice. 

Material and methods. В16 melanoma strain were transplanted subcutaneously to 80 female C57/Bl6 mice weighing 18-20 g. In-

tragastric enoxifol injections (0.5 ml a day) began 48 h after tumor transplantation once a day for 10 days at single doses of 50, 220 

and 500 mg/kg (groups 1, 2 and 3, respectively).  Mexidol was used for comparison, and saline as control (injected at similar regi-

mens and doses). 
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Results. Intragastric enoxifol injections did not significantly inhibit the melanoma growth. Only group 2 showed inhibition 

of the tumor growth by 48.7 % on day 22. Median survival of mice in all experiment groups was similar to that in the control 

group.  

The number of metastatic nodes in the lung tissues in groups 1, 2 and 3 decreased by 2.1, 4.8 and 2.5 times, respectively, com-

pared to controls. The average index of metastasis inhibition was 71.3 % in all groups being 1.3 times higher than in the mexidol 

group (54.2 %).  

Conclusions. The revealed significant changes in parameters of the metastatic activity of the tumor suppose that enoxifol at all 

studied doses has a greater effect on the development of spontaneous lung metastases and metastasis rates than on the growth of 

primary B16 melanoma in mice. 

 
Keywords: experimental B16 melanoma, benzimidazole derivative, antioxidant, antitumor activity, antimetastatic activity. 

 
Известно, что опухолевая прогрессия приводит  

к нарушению прооксидантно-оксидантного равно-

весия в сторону повышения активности ПОЛ и ис-

тощения антиоксидантных ресурсов в тканях орга-

низма, а состояние окислительного стресса ведет к 

разрушению клеток и создает благоприятные усло-

вия для бластотрансформации и/или метастазиро-

вания. Активные формы кислорода модулируют 

различные клеточные сигнальные пути, связанные 

с клеточной трансформацией, пролиферацией, ин-

вазией, ангиогенезом, которые в первую очередь 

опосредуют факторы транскрипции NF-kB и 

STAT3, гипоксией индуцируемый фактор-1, факто-

ры роста, цитокины и другие белки и ферменты [1–

4]. Коррекция последствий окислительного стресса 

при злокачественном росте, цитостатических и лу-

чевых воздействиях остается в качестве перспек-

тивного терапевтического подхода с помощью 

средств с антиоксидатными свойствами. 

Имеющиеся в современной литературе сведения 

о влиянии антиоксидантов противоречивы. В неко-

торых статьях показано выраженное противоопу-

холевое действие антиоксидантов. Так, в экспери-

ментах с карциномой легкого Льюиса противоопу-

холевыми свойствами обладают антиоксиданты 

при их использовании в больших дозах [4, 5]. При-

менение мексидола в эксперименте на модели ме-

ланомы В16 мышей показало ингибирующий эф-

фект как относительно первичного очага, так и на 

процессы спонтанного метастазирования [6].  

С другой стороны, существуют данные о сти-

мулирующем влиянии некоторых антиоксидантов 

на рост злокачественных опухолей  [7, 8], показа-

но, что антиоксиданты могут повышать риск раз-

вития первичных опухолей легких у мышей, а 

также способствовать прогрессированию злокаче-

ственных опухолей, включая меланому. Примене-

ние аналога витамина Е и N-ацетилцистеина зна-

чительно повышает миграционные и инвазивные 

способности клеток злокачественной меланомы 

человека, но не влияет на их пролиферацию. Та-

кой разнонаправленный характер действия анти-

оксидатных средств может быть обусловлен сово-

купным влиянием множества факторов, таких как 

структуры самих антиоксидантов, их потенциаль-

ная способность при определенных условиях к 

прооксидантному действию, специфические свой-

ства продуктов окисления антиоксидантов, биоло-

гия опухоли и даже половые различия опухолено-

сителей [9–13].  

Перспективными являются поиск и разработка 

новых высокоэффективных антиоксидантных 

средств в ряду производных бензимидазола [14]. 

Молекулу бензимидазола можно отнести к тем хи-

мическим веществам, которые проявляют различ-

ные виды биологической активности, и в частности 

антиоксидантные и антирадикальные свойства [15]. 

В [16] в исследованиях установили высокую цито-

токсичность карцином человеческих клеточных 

линий (HeLa, A549 и HepG2) и селективное инги-

бирование клеточных линий HeLa при воздействии 

производных бензимидазола. Современная литера-

тура указывает, что потенциальный противоопухо-

левый эффект производных бензимидазола обу-

словлен большим спектром их действия, в том чис-

ле способностью ингибировать циклинзависимые 

киназы, образованием микротрубочек [17].  

В связи с вышесказанным актуальным представля-

ется изучить влияние фармакологической субстанции 

дигидробромид-2-(3,4-дигидроксифенил)-9-диэтила-

мино-этилимидазо-[1,2-a] бензимидазол (эноксифол) 

на рост опухоли на модели перевиваемой эксперимен-

тальной меланомы мышей В16. 

 

Материалы и методы 

 

В эксперименте было использовано 80 мышей-

самок линии C57Bl6 массой 18–20 г (протокол 

биоэтической комиссии ФГБУ «РНИОИ» МЗ РФ 

№ 18 от 10.09.2015). Животные были получены из 

вивария филиала «Андреевка» ФГБУН НЦБМТ 

ФМБА России (Московской область). Все мани-

пуляции с животными, выведение из эксперимен-

та осуществляли в соответствии с правилами, 

принятыми Европейской конвенцией по защите 

позвоночных животных, используемых для экспе-

риментов или в иных научных целях (Страсбург, 

1986). 
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В эксперименте использована перевивная опухоль 

меланома В16. Штамм был получен в банке опухоле-

вых материалов лаборатории комбинированной тера-

пии опухолей Научно-исследовательского института 

экспериментальной диагностики и терапии опухолей 

РОНЦ им. Н.Н. Блохина РАМН. Поддержание и пе-

ревивку опухолевого штамма осуществляли в соот-

ветствии с общепринятыми методами на линии 

C57Bl6; в опытах in vivo использовали материалы 28 

пассажей. Инокуляцию опухолевых клеток проводи-

ли подкожно в правую подмышечную область каж-

дой мыши по 50 мг опухолевой взвеси в физиологи-

ческом растворе в разведении 1:10.   

Фармакологическая субстанция эноксифол бы-

ла разработана НИИ ФОХ ФГАОУ ВО «ЮФУ»  

г. Ростова-на-Дону (патент РФ № 2391979) и явля-

ется антиоксидатным средством, обладающим це-

ребропротекторным действием. Механизм дей-

ствия эноксифола основан на антиоксидантной ак-

тивности, гемобиологических свойствах и улучше-

нии микроциркуляции [18]. Препарат находится на 

стадии доклинических исследований и рекомендо-

ван для дальнейших испытаний в качестве антиок-

сиданта-церебропротектора. 

Для оценки токсичности эноксифола определя-

ли величины ЛД50 для белых беспородных мышей 

обоего пола (масса особи 20–25 г)  при однократ- 

 

ном внутрижелудочном введении. В результате 

показано, что по своей острой токсичности энок-

сифол (ЛД50 – 1860,4 мг/кг) практически аналоги-

чен мексидолу (ЛД50 – 2100 мг/кг). Следовательно, 

согласно гармонизированной системе классифика-

ции опасности и маркировки химической продукции 

(СГС), эноксифол по его острой токсичности необ-

ходимо отнести к 4-й категории опасности. При 

этом в рамках отечественного ГОСТа 12.1.007-76 

«Вредные вещества. Классификация и общие требо-

вания безопасности» он может быть отнесен к уме-

ренно опасным веществам (3-й класс опасности). 

Началом эксперимента считали день перевивки 

опухоли, а продолжительность опыта была обу-

словлена естественной гибелью животных. Введе-

ние всех исследуемых веществ начинали через 48 ч 

после перевивки опухоли. Все тестируемые веще-

ства вводили 1 раз в сут в течение 10 дней внутри-

желудочно назогастральным зондом в объеме  

0,5 мл (табл. 1). Раствор эноксифола для введения 

животным готовили в дозах 50, 220, 500 мг/кг, раз-

водя соответствующие дозам навески вещества фи-

зиологическим раствором. Препаратом сравнения 

служил мексидол (ФАРМАСОФТ, Россия), кон-

трольным – физиологический раствор, который 

вводили животным в таком же режиме и в таких же 

объемах, как и в экспериментальных группах.  

 
Таблица 1 

 
Дизайн эксперимента / Design of the experiment 

 

Основной показатель 

Группы животных 

Экспериментальная 
Сравнения Контрольная 

1-я 2-я 3-я 

Число животных в группе 18 12 19 12 10 

Вводимые вещества Эноксифол Мексидол Физиологический раствор 

Разовые дозы, мг/кг 50 220 500 50  

Длительность введения 10 дней 

Вводимые объемы 0,5 мл/сут 

Способ введения веществ Внутрижелудочно назогастральным зондом 

 
Через 25 сут после перевивки опухоли всех жи-

вотных подвергали эвтаназии в СО2-камере. Изуче-

ние противоопухолевой и антиметастатической ак-

тивности вещества проводили в соответствии с «Ру-

ководством по экспериментальному (доклиническо-

му) изучению новых фармакологических веществ» 

Федеральной службы по надзору в сфере здравоохра-

нения и социального развития РФ и приказом МЗ РФ 

№ 199н от 01.04.2016. 

Оценивали динамику роста опухоли, продолжи-

тельность жизни животных, количество метастати-

ческих узлов, рассчитывали торможение роста 

опухоли (ТРО) и индекс ингибирования метастази-

рования (ИИМ). 

Для количественных данных во всех группах 

вычислялось групповое среднее арифметическое 

(M) и стандартное отклонение (m). Достовер-

ность отличий между группами данных оценива-

лась с помощью t-критерия Стьюдента. Уровень 

достоверности различий p≤0,05. Статистическую 

обработку данных проводили с помощью про-

граммы STATISTICA 10.0. 
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Результаты 
 

При анализе полученных результатов мы обна-

ружили, что при введении всех исследуемых ве-

ществ независимо от дозы средняя продолжитель-

ность жизни (СПЖ) мышей всех эксперименталь-

ных групп по сравнению с контрольной группой 

статистически значимо не различалась (табл. 2).  

Динамика роста опухоли неодинакова и обнару-

живала связь с дозой вводимой субстанции (табл. 2). 

Так, при введении 500 мг/кг индекс ТРО был 

наибольшим на 15-е сут после начала лечения, а на 

21-е сут рост опухоли возобновился. При введении 

дозы эноксифола 50 мг/кг ТРО не наблюдалось на 

протяжении всего эксперимента. К его окончанию 

размеры опухоли превышали контрольные значе-

ния в 1,3 раза. Наибольший эффект от лечения 

был достигнут при использовании дозы энокси-

фола 220 мг/кг – выявлено значимое снижение 

объема опухоли (в 2 раза относительно контроля) и 

ТРО – 48,7 % к окончанию эксперимента. В группе 

сравнения динамика роста опухоли была идентична 

2-й подгруппе экспериментальной группы (доза 

220 мг/кг) – было выявлено ТРО.  

Наиболее интересные результаты получены при 

изучении метастатической активности эксперимен-

тальной меланомы В16 при использовании энокси-

фола (табл. 2). Обнаружено статистически значи-

мое снижение количества метастатических узлов в 

ткани легкого относительно показателя в кон-

трольной группе – в 2,1; 4,8 и 2,5 раза  при введе-

нии доз эноксифола 50, 220 и 500 мг/кг соответ-

ственно. Это отражалось на  ИИМ – показатель 

составил 71,3 % в среднем для всех эксперимен-

тальных групп, что в 1,3 раза больше величины, 

найденной для мексидола (54,2 %).  

 
Таблица 2 

 
Влияние эноксифола на динамику роста экспериментальной меланомы В16 /  

Enoxifol effect on dynamics of experimental B16 melanoma growth 

 

Разовая доза, мг/кг 
СПЖ дни, 

M±d 

Объем опухоли, см3, M±m (ТРО,%) Количество 

метастазов 

на 1 животное 

ИИМ, % 

Сутки после начала лечения 

7-е 14-е 21-е 

50 19,9±7,5 0,41±0,1 2,71±0,4 5,88±1,3 3,1±1,01,2,3 75,5±5,63 

220 19,2±6,8 0,42±0,08 2,59±0,3 (4) 2,41±0,5 (48,7) 1,6±0,61,2,3 67,1±6,12,3 

500 16,8±7,2 0,41±0,12 2,15±0,45 (20,4) 4,49±1,2 (4,5) 3,7±0,91,2,3 71,4±6,53 

Группа сравнения 19,7±6,4 0,42±0,04 2,79±0,3 (4) 2,56±1,4 (39,6) 5,2±0,111,2 54,2±3,32 

Контроль 20,7±5,2 0,39±0,06 2,7±1,4 4,7±1,2 7,6±1,2 – 

 

Примечание. Различия достоверны относительно: 1 – контроля (р<0,05); 2 – подгрупп экспериментальной группы (р<0,05);  
3 – группы сравнения (р<0,05). 

 
Таким образом, фармакологическая субстанция  

дигидробромид-2-(3,4-дигидроксифенил)-9-диэтил-

амино-этилимидазо-[1,2-a] бензимидазол (энокси-

фол) при введении внутрижелудочно мышам ока-

зывала незначительное торможение роста экспери-

ментальной меланомы В16 в дозе 220 мг/кг, не 

влияя на продолжительность жизни животных-

опухоленосителей.  

Обнаружено, что эноксифол при внутрижелу-

дочном применении значительно снижает количе-

ство и частоту метастазов меланомы В16 в легкие у 

мышей и, имея аналогичный уровень токсичности с 

мексидолом, обладает более выраженной антимета-

статической активностью. 

Выявленные значимые изменения показателей 

метастатической активности опухоли позволяют 

предполагать, что эноксифол во всех изученных 

дозировках оказывает большее влияние на развитие 

спонтанных метастазов в легкие и частоту метаста-

зирования, чем на рост первичной опухоли мела-

номы В16 у мышей. 
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Цель – сравнительный анализ изменения относительной копийности генетических локусов, ответственных за регуля-

цию апоптоза (BAX, BCL2, C-FLAR, p53, MDM2), пролиферацию (MKI67, KRAS, EGFR), окислительное фосфорилирование 

(HV2) и ответ на гипоксию (HIF1A) во внеклеточной (внДНК) у пациентов с аденокарциномой легкого и здоровых доноров 

для выявления высокоспецифичных онкомаркеров. 

Методы. Методом RT-qPCR исследована относительная копийность 10 генетических локусов во внДНК плазмы крови 

40 пациентов с гистологически подтвержденным диагнозом «аденокарцинома легкого» (22 пациента с метастазами в 

лимфатические узлы и 18 пациентов без метастазов), а также во внДНК плазмы крови 15 здоровых доноров. Статисти-

ка: программа Microsoft Excel 2013 и STATISTICA 8.0.  

Результаты. Обнаружено достоверное изменение копийности 4 генетических локусов во внДНК плазмы крови у пациен-

тов с аденокарциномой легкого по сравнению с внДНК условно здоровых доноров: снижение количества копий HV2 (гиперва-

риабельный участок с 33-го по 160-й нуклеотид D-петли мтДНК), снижение копийности гена p53, увеличение копийности 

гена MDM2 и HIF1A. Обнаружено также, что число копий гена р53 и участка HV2 мтДНК во внДНК у больных с метаста-

зами достоверно ниже числа копий этих генетических локусов во внДНК у больных раком легкого без метастазов. 

Выводы. Копийность HV2 мтДНК, генов р53, MDM2 и HIF1A во внДНК пациентов отличается от копийности во внДНК 

здоровых доноров и имеет потенциал к использованию для малоинвазивной предиктивной диагностики аденокарциномы легкого. 

Копийность гена р53 и участка HV2 мтДНК во внДНК у больных с метастазами отличается от копийности у больных 

раком легкого без метастазов и имеет потенциал к использованию для малоинвазивного прогнозирования развития адено-

карциномы легкого и исхода этого заболевания. 

 
Ключевые слова: копийность генов, аденокарцинома легкого, внеклеточная ДНК, онкомаркеры. 

 
Aim - a comparative analysis of relative CNV of the genetic loci responsible for the regulation of apoptosis (BAX, BCL2, C-

FLAR, P53, MDM2), proliferation (MKI67, KRAS, EGFR), oxidative phosphorylation (HV2) and hypoxia response (HIF1A) in cell-

free DNA in patients with lung adenocarcinoma and healthy donors for the detection of highly specific tumor markers. 

Methods. The RT-qPCR method was used to study the relative CNV of 10 genetic loci in the cell-free DNA of blood plasma in 40 

patients with a histologically confirmed diagnosis of lung adenocarcinoma (22 patients with lymph node metastases and 18 patients 

without metastases), and in the cell-free DNA of the blood plasma of 15 healthy donors. Statistics: Microsoft Excel 2013 and STA-

TISTICA 8.0. 

Results. There was a significant change in the copy number of 4 genetic loci in the cell-free DNA of blood plasma in patients 

with lung adenocarcinoma in comparison with the cell-free DNA of healthy donors: a decrease in copy number of HV2 (a hypervari-

able region with 33 to 160 nucleotides of the mtDNA D-loop), a decrease in copy number of the p53 gene, an increase in copy num-

ber of the genes MDM2 and HIF1A. It was also found that CNV of the p53 gene and HV2 in cell-free DNA in patients with metasta-

ses is significantly lower than the CNV of these genetic loci in cell-free DNA in patients with lung cancer without metastases. 

Conclusions.  The copy number of HV2 mtDNA, p53, MDM2 and HIF1A genes in cell-free DNA of patients differs from copy num-

ber in cell-free DNA of healthy donors, and has the potential to be used for low invasive predictive diagnosis of lung adenocarcinoma. 

 The copy number of p53 gene and HV2 section of mtDNA in cell-free DNA of lung cancer patients with metastases differs from 

that of patients without metastases. CNV of these genes has the potential to be used for low invasive predictions of the development 

lung adenocarcinoma and the outcome of this disease.  

 
Keywords: сopy number variations of genes, lung adenocarcinoma, cell-free DNA, oncomarkers. 

 
Введение 

 

В мире ежегодно регистрируется более 1,8 млн 

новых случаев заболевания раком легкого и более 

1,5 млн смертей от данной патологии [1]. Столь 

высокий показатель смертности отчасти связан с 

тем, что в настоящее время проблема ранней диа-

гностики рака легкого остается нерешенной, а изу-

ченные молекулярные маркеры не показывают до-

стоверной специфичности. Прогностическое значе-

ние многих из них спорно и главным образом от-

ражает различия в методологии исследований, 
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группах пациентов и интерпретациях. Прогности-

ческой ценностью обладают сигнатуры экспрессии 

определённых генов (например, DUSP6, MMD, 

STAT1, ERBB3 и LCK), хотя эти данные чрезвычай-

но гетерогенны [2].  

Трансформация клеток в раковые и опухолевая 

прогрессия связаны с накоплением изменений в 

геноме, что обеспечивает приобретение трансфор-

мированными клетками неограниченного потенци-

ала к пролиферации, резистентности к сигналам 

апоптоза, способности поддерживать ангиогенез, 

способности к инвазии и метастазированию. Моле-

кулярные изменения, ответственные за приобрете-

ние вышеуказанных свойств, могут использоваться 

в качестве онкомаркеров [3, 4]. К подобным моле-

кулярным онкомаркерам можно отнести специфи-

ческие изменения числа копий генов (CNV) [5]. 

CNV является одним из основных механизмов 

изменения степени экспрессии потенциальных он-

когенов и генов – супрессоров опухолей раковыми 

клетками. CNV – вид генетического полиморфизма, 

возникающий в результате несбалансированных 

хромосомных перестроек, приводящих к делециям и 

дупликациям фрагментов ДНК размером больше, 

чем 50 пар оснований [6]. Результатом подобных 

несбалансированных хромосомных перестроек так-

же могут явиться снижение или повышение числа 

копий определенного гена и, следовательно, пони-

женная или повышенная экспрессия продукта гена – 

белка или некодирующей РНК [7]. Минимум 12 % 

человеческого генома подвергаются вариациям чис-

ла копий. Вклад CNV в изменчивость генома сопо-

ставим со вкладом однонуклеотидных полиморфиз-

мов или даже превышает его [8]. Публикации по-

следних лет показывают, что CNV являются следу-

ющим уровнем в полном понимании молекулярного 

контекста развития опухолевого процесса. Изучена 

роль CNV в качестве фактора малигнизации тканей 

желудка: в работе [9] показано, что увеличение ко-

пийности гена MDM2 коррелирует с увеличенной 

экспрессией белка MDM2 и понижением экспрессии 

белка p53. В 2016 г. нами было проведено исследо-

вание относительной копийности 12 генетических 

локусов, ответственных за регуляцию апоптоза 

(BAX, BCL2, C-FLAR, p53, MDM2), пролиферацию 

(SOX2, OCT4, NANOG, PIK3 и MKI67), окислитель-

ное фосфорилирование (HV2) и ответ на гипоксию 

(HIF1A) методом Real-Time qPCR в 60 образцах, 

содержащих опухолевые (30) и нормальные (30) 

клетки тканей легкого (препараты получены с по-

мощью лазерной микродиссекции (Palm MicroBeam, 

Carl Zeiss, Германия)). Было обнаружено снижение 

копийности проапоптозных генов BAX и р53 и уве-

личение копийности антиапоптозного гена MDM2 и 

гена HIF1A, участвующего в регуляции ангиогенеза 

и метаболической адаптации к гипоксии [2]. Данные 

генетические локусы имеют высокий потенциал в 

качестве молекулярных маркеров для прогнозирова-

ния течения и развития рака легкого, однако этот 

потенциал ограничен высоким уровнем инвазивно-

сти при получении биоматериала. Возможное реше-

ние этой проблемы находится в переходе на иссле-

дование копийности генов во внеклеточной ДНК 

(внДНК) плазмы крови. 

К внДНК в организме следует отнести клеточ-

ную и митохондриальную ДНК (мтДНК) из сома-

тических и опухолевых клеток, подвергающихся 

процессам апоптоза и некроза; из эритробластов, 

ядра которых энуклеируются в процессе диффе-

ренцировки в эритроциты, из лимфоцитов в про-

цессе их апоптотической гибели после стимуляции, 

эмбрионов в крови матери, бактериальную и ви-

русную ДНК [10]. 

При многих видах опухолей определяется по-

вышенный уровень внДНК в периферической кро-

ви. При этом прогресс заболевания часто связан с 

постепенным повышением уровня внДНК. Более 

того, довольно часто уровень внДНК возрастает 

при метастазировании опухоли по сравнению со 

значениями в отсутствие последних [10]. 

Таким образом, исследование копийности генов 

во внДНК может обеспечить данными, необходи-

мыми для формирования панели новых высокоспе-

цифичных онкомаркеров, которые можно будет 

использовать для предиктивной малоинвазивной 

диагностики, планирования стратегии лечения и 

прогнозирования развития заболевания.  

Цель исследования – сравнительный анализ из-

менения относительной копийности генетических 

локусов, ответственных за регуляцию апоптоза 

(BAX, BCL2, C-FLAR, p53, MDM2), пролиферацию 

(MKI67, KRAS, EGFR), окислительное фосфорили-

рование (HV2) и ответ на гипоксию (HIF1A) во 

внДНК у пациентов с аденокарциномой легкого и 

здоровых доноров для выявления высокоспеци-

фичных онкомаркеров. 

 
Материалы и методы 

 

Клиническим материалом для исследования по-

служила плазма крови 40 пациентов с гистологиче-

ски подтвержденным диагнозом «аденокарцинома 

легкого» (степень дифференцировки G1), взятая до 

операции (22 пациента с метастазами в лимфатиче-

ские узлы, 18 – без метастазов), а также плазма 

крови 15 условно здоровых доноров (без онкологи-

ческих заболеваний).  

Образцы крови (10 мл крови и 3 мл 10 мМ фос-

фатного буфера, рН 7,5, с 0,15 М NaCl и 50 мМ  

ЭДТА) разделяли на плазму и фракцию клеток цен-
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трифугированием в течение 20 мин при 400 g и 15 С 

[11]. Из плазмы крови ДНК выделяли фенол-

хлороформным методом в нашей модификации. К 

плазме крови добавляли равный объем лизирующего 

буфера (2 % SDS и 1 % меркаптоэтанола) и 20 мкл 

протеиназы К, инкубировали в термостате при 58 С 

1 ч. К полученному лизату добавляли равный объем 

щелочного фенола и хлороформа (соотношение 1:1), 

центрифугировали 20 мин (3000 об/мин). После раз-

деления фаз отбирали водную фазу в отдельную сте-

рильную пробирку. К водной фазе добавляли равный 

объем 96%-го изопропилового спирта и раствор 5 М 

NaCl до концентрации 100 мM, пробирку помещали в 

холодильник (–20 С) на 60 мин. Далее центрифуги-

ровали 15 мин при 12 700 об/мин (–10 С), деканти-

ровали супернатант, а осадок промывали 80%-м эти-

ловым спиртом, центрифугированием удаляли остат-

ки этанола, высушивали осадок в твердотельном тер-

мостате и растворяли в 10 мМ ТЕ-буфере. 

Определение относительной копийности 10 

генетических локусов (BAX, HIF1A, BCL2, 

CFLAR, p53, MDM2, HV2, KRAS, EGFR и MKI67) 

проводили методом Real-Time qPCR (RT-qPCR). 

Принцип метода заключается в одновременной 

амплификации гена-мишени и референсного гена 

в опытной и контрольной пробах. Вывод об из-

менении дозы гена делается на основании анали-

за соотношения сигналов, продуцируемых ам-

пликонами изучаемой и референсной последова-

тельностей [5].  

Количественная RT-PCR-амплификация прово-

дилась с использованием термоциклера Bio-Rad 

CFX96 (Bio-Rad, USA) в соответствии с инструк-

циями производителя по следующей программе:  

95 °C – 5 мин, 40 циклов при 95 °C – 10 с; 58 °C –  

30 с (чтение оптического сигнала FAM) и 72 °C – 

30 с. Каждые 20 мкл ПЦР-смеси для анализа со-

держали 2,4 нг геномной ДНК, 0,2 мM dNTP’s, по 

600 нМ прямого и обратного праймеров для рефе-

ренсного гена (GAPDH) или гена-мишени, 2,5 мM 

MgCl2, 1X ПЦР-буфер, 0,1 u/µl SynTaq ДНК-

полимеразы с ингибирующими активность фермен-

та антителами («Синтол», Россия). В качестве кра-

сителя использовали EvaGreen®Dye (Biotium, 

США). Амплификация каждой из проб осуществля-

лась в трех повторностях. Первичные данные RT-

qPCR получали с использованием программного 

обеспечения Bio-Rad CFX Manager 3.1. 

Прямые и обратные праймеры были разработа-

ны нами с использованием базы данных NCBI 

GenBank (таблица). Генетический локус GAPDH 

использовали в качестве референсного для норма-

лизации полученных показателей количественной 

RT-qPCR. 

Усредненные данные по каждому генетическому 

локусу нормировались по усредненному показателю 

референсного гена для получения величины ΔCt 

(ΔCt=Ct (исследуемого гена) – Ct(GAPDH)). Отно-

сительную копийность генетического локуса (RQ) 

рассчитывали по формуле 2-ΔCt. Далее вычисляли 

медиану RQоп опухолевых образцов и медиану RQк 

контрольных (плазма условно здоровых доноров) 

для каждого генетического локуса и рассчитывали 

соотношение относительной копийности генов во 

внДНК больных раком легкого по отношению к ко-

пийности генов во внДНК условно здоровых доно-

ров: RQоп/RQк [5]. 

Статистический анализ выполняли с использо-

ванием прикладных пакетов программ Microsoft 

Excel 2013 и STATISTICA 8.0. Оценку различий 

проводили с использованием критерия Манна – 

Уитни для порогового уровня статистической зна-

чимости р<0,05. 

 
Результаты и обсуждение 

 
Во внДНК у 95 % пациентов с аденокарциномой 

легкого обнаружено достоверное (p<0,0005) сни-

жение в 26,3 раза количества копий HV2 (гиперва-

риабельный участок с 33-го по 160-й нуклеотид  

D-петли мтДНК) по сравнению с внДНК условно 

здоровых доноров (рис. 1).  

 
 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 
Рис. 1. Копийность генов во внДНК плазмы крови больных раком легкого (n=40) относительно внДНК плазмы крови услов-

но здоровых доноров (n=15) / Fig. 1. Copy number of extracellular DNA in blood plasma of lung cancer patients (n=40) compared 

to extracellular DNA in blood plasma of healthy donors (n=15) 
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Снижение копийности локуса HV2 во внДНК 

пациентов с аденокарциномой легкого, вероятно, 

отражает молекулярно-генетические особенности 

опухолевого процесса в тканях легкого – снижение 

интенсивности процессов окислительного фосфо-

рилирования в опухолевых клетках, что изменяет 

состояние их биоэнергетики, переводя клетки в 

режим преимущественного использования глико-

лиза (эффект Варбурга) [12]. 

В 2016 г. исследования в [13] на выборке более 

5000 опухолевых образцов показали, что в малиг-

низированных тканях наблюдается снижение числа 

копий 207 генов – супрессоров опухоли, связанных 

с сигнальным путем p53.  

В нашем исследовании обнаружено статистиче-

ски достоверное снижение копийности гена p53 в 

1,96 раза (p<0,05) во внДНК у 70 % пациентов 

(n=28) относительно внДНК условно здоровых до-

норов.  

Ген человека p53 (TP53), кодирующий тран-

скрипционный фактор, регулирующий клеточный 

цикл и выполняющий функцию супрессора образо-

вания злокачественных опухолей, расположен на 

17-й хромосоме (17p13.1). Использованные в нашем 

исследовании праймеры (таблица) обеспечивают 

амплификацию фрагмента гена, соответствующего 

диапазону 17:7668936-7669076 (12-й экзон гена p53, 

участок 2033-2175) длиной 141 нуклеотид.  
 

Панель праймеров для определения относительной копийности генов / Panel of primers for gene CNV determination 

 

Наименование гена Последовательность прямого праймера Последовательность обратного праймера 

HV2 GGG AGC TCT CCA TGC ATT TGG TA AAA TAA TAG GAT GAG GCA GGAATC 

GAPDH GCT GAA CGG GAA GCT CAC T GCA GGT TTT TCT AGA CGG CAG 

BAX GCC TCC TCT CCT ACT TTG GG AAA CAC AGT CCA AGG CAG C 

BCL2 GAG TGG GAT GCG GGA GAT G GGT GAA GGG CGT CAG GTG 

HIF1А ACT GCA CAG GCC ACA TTC A TGG GTG AGG AAT GGG TTC AC 

CFLAR GGC TCC CAG AGT GTG TAT GG GGC CCT CTG ACA CCA CAT AG 

P53 GGT CGG TGG GTT GGT AGT TT GTG TGG GAT GGG GTG AGA TT 

MKI67 TGA GTC AGT GAA GAA AGA GTT GGA T CCC CCT GTA AAC CAT CAG CA 

MDM2 TCT TTG GGA CCC ATC TAC CCT AGA ATG CTT TAG TCC ACC TAA CCT T 

KRAS GGT TGC GCT GAC CTA GGA AT TCC ATT TCG GGG CAA ACA GT 

EGFR CAC CGC TTT TGT TCT CGC AA ATG CCC CAA AGG ACC TGA TG 

 

Анализ, проведенный с помощью базы данных 

Cosmic (http://cancer.sanger.ac.uk), показал наличие в 

ней информации о 54 вариантах CNV гена p53 при 

онкологических заболеваниях, приводящих к потере 

участка, включающего и диапазон 17:7668936-

7669076, но не при аденокарциноме легкого. 

Также нами обнаружено статистически досто-

верное (p<0,05) увеличение копийности гена 

MDM2 и HIF1А во внДНК пациентов относительно 

внДНК условно здоровых доноров на 55 и 50 % 

соответственно (рис. 2).  

Ген MDM2 кодирует белок, который выполняет роль 

отрицательного регулятора опухолевого супрессора 

р53. Белок MDM2 функционирует как E3-убиквитин-

лигаза, распознающая N-концевой домен белка р53 и 

содействующая его убиквитинированию [14]. Исполь-

зованные в нашем исследовании праймеры (таблица) 

обеспечивают амплификацию фрагмента гена MDM2, 
соответствующего диапазону 12:68841940-68842079 

(16-й экзон гена MDM2, участок 3780-3920:  

TCTTTGGGACCCATCTACCCTGACCACATCATGATG 
TTCATCTGCAGCTGTTGCAAGGTGTTCAGATTGTAT 

AAACATAAATGTCACAAAAACTTTAAAAGAAGTGCA 

ATTCTCAAAAGGTTAGGTGGACTAAAGCATTCT) 

длиной 141 нуклеотид. По данным Cosmic 

(http://cancer.sanger.ac.uk), известно порядка 328 вари-

антов CNV, приводящих к увеличению копий 

участка, включающего и диапазон 12:68841940-

68842079 (рис. 3). Увеличение копийности гена 

MDM2 подтверждено также в работах [15, 16].  

Гипоксией индуцированные факторы (HIFs) 

относятся к семейству транскрипционных, реаги-

рующих на низкую концентрацию O2, что являет-

ся характерной чертой солидных опухолей. Аль-

фа-субъединица гетеродимера HIF является O2-

чувствительной и обеспечивает функционирова-

ние HIF1A в качестве главного регулятора различ-

ных генов, участвующих в сигнальных путях ги-

поксии. Было показано, что изменения последова-

тельности нуклеотидов или экспрессии HIF1A 

(гипоксией индуцированного фактора-1, альфа-

субъединицы) связаны с развитием ряда заболева-

ний, включая и онкологические [17]. Ген HIF1A 

расположен на 14-й хромосоме.  

Использованные в нашем исследовании праймеры 

(таблица) обеспечивают амплификацию фрагмента 

гена HIF1A, соответствующего диапазону 14: 

61727460 – 61727572 (6-й экзон гена HIF1A, участок: 

ACTGCACAGGCCACATTCACGTATATGATACCAAC

AGTAACCAACCTCAGTGTGGGTATAAGAAACCAC
CTATGACCTGCTTGGTGCTGATTTGTGAACCCATT

CCTCACCCA) длиной 113 нуклеотидов. 

http://cancer.sanger.ac.uk/
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Рис. 2. Диапазон последовательности нуклеотидов 17-й хромосомы  17:7668936-7669076, ограниченный прямым и обрат-

ным праймером к гену p53 (NCBI GenBank) / Fig. 2. Nucleotide sequence range of chromosome 17 17:7668936-7669076 limited 

by forward and reverse primers to the p53 gene (NCBI GenBank) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 3. Информация об известных CNV гена MDM2 (по данным Cosmic (http://cancer.sanger.ac.uk)) /  

Fig. 3. Known CNV of the MDM2 gene (аccording to Cosmic (http://cancer.sanger.ac.uk)) 

http://cancer.sanger.ac.uk)/
http://cancer.sanger.ac.uk)/
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По данным Cosmic (http://cancer.sanger.ac.uk), 

известно порядка 13 вариантов CNV, приводящих 

к увеличению копий участка, включающего и 

диапазон 14:61727460-61727572, причем одно ис-

следование (из 13) посвящено аденокарциноме 

легких (StudyLung Adenocarcinoma (TCGA, US), 

Study IdCOSU417Genes, исследовано 506 образ-

цов) (рис. 4). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 4. Информация об известных CNV гена HIF1A (по данным Cosmic (http://cancer.sanger.ac.uk)) / Fig. 4. Known CNV of the 

HIF1A gene (аccording to Cosmic (http://cancer.sanger.ac.uk)) 

 

Интересные результаты получены при сравнении 

копийности генетических локусов во внДНК паци-

ентов с метастазами и без метастазов. Так, копий-

ность генов MDM2 и HIF1A во внДНК у пациентов с 

метастазами на 80 (p<0,005) и 76 % (p<0,05) соот-

ветственно выше копийности во внДНК у здоровых 

доноров; при этом отсутствуют достоверные отли-

чия от копийности этих генов во внДНК у пациентов 

без метастазов. Число копий гена р53 и участка HV2 

мтДНК во внДНК у больных с метастазами в 2 раза 

(p<0,05) ниже числа копий этих генов у больных 

раком легкого без метастазов (рис. 5).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 5. Уровень CNV во внДНК у больных раком легкого с метастазами и без относительно условно здоровых доноров /  

Fig. 5. CNV in extracellular DNA in patients with lung cancer with and without metastases compared to healthy donors 

http://cancer.sanger.ac.uk)/
http://cancer.sanger.ac.uk)/
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Выводы 
 

1. Копийность HV2 мтДНК, генов р53, MDM2 и 

HIF1A во внДНК пациентов отличается от копий-

ности во внДНК здоровых доноров и имеет потен-

циал к использованию для малоинвазивной пре-

диктивной диагностики аденокарциномы легкого. 

2. Копийность гена р53 и участка HV2 мтДНК 

во внДНК у больных с метастазами отличается от 

копийности у больных раком легкого без метаста-

зов и имеет потенциал к использованию для мало-

инвазивного прогнозирования развития аденокар-

циномы легкого и исхода этого заболевания. 
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Цель – сравнительный анализ количественного содержания VEGF-A, VEGF-R2, VEGF-D, VEGF-R3, EGF, EGF-R и SCC в 

тканях шейки матки (ткань опухоли, ткань перифокальной зоны и визуально неизмененная ткань) при экзофитном и эн-

дофитном вариантах роста плоскоклеточной карциномы шейки матки. 

Использовали 10%-е цитозольные фракции тканей шейки матки (опухоль, перифокальная зона, визуально неизмененная 

ткань). Уровень ростовых факторов VEGF-А, VEGF-D, EGF и VEGF-R2, VEGF-R3, EGF-R, а также антиген SCC опреде-

ляли методом ИФА с использованием стандартных тест-систем. 

Уровень  VEGF-А в ткани опухоли с эндофитным вариантом роста был значительно ниже (в 27,6 раза), чем при экзо-

фитном росте. Уровень VEGF-D в ткани опухоли при эндофитном росте статистически значимо (на 25,3 %) превышал 

соответствующие величины при экзофитной форме роста. EGF в опухолевых образцах с эндофитной формой роста был 

снижен на 38 % по сравнению с экзофитной. Антиген плоскоклеточного рака (SCC) в ткани опухоли с эндофитным вари-

антом роста был ниже, чем при экзофитном росте. 

Выводы. По результатам работы выявлено, что при экзофитном варианте роста в опухолевом очаге сильнее выраже-

на активация ангиогенного сигнального пути, а при эндофитном варианте роста умеренно стимулированы как ангиоген-

ная, так и лимфангиогенная сигнальные системы.  

 
Ключевые слова: фактор роста, рецептор, рак шейки матки, экзофит, эндофит. 

 
Aim - сomparative analysis of levels of VEGF-A, VEGF-R2, VEGF-D, VEGF-R3, EGF, EGF-R and SCCA in cervical tissues (tu-

mor, perifocal area and visually unchanged tissues) in exophytic and endophytic growth patterns of cervical squamous cell carcino-

ma. 

10 % cytosolic fractions of cervical tissues (tumor, perifocal area and visually unchanged tissues) were studied. Levels of growth 

factors VEGF-А, VEGF-D, EGF and VEGF-R2, VEGF-R3, EGF-R, as well as SCC antigen, were determined by ELISA using stand-

ard test systems. 

The VEGF-А level in tumors with endophytic growth patterns was significantly lower (by 27.6 times) than in exophytic growth. 

Levels of VEGF-D in tumors with endophytic growth patterns statistically significantly exceeded (by 25.3 %) the values in exophytic 

growth patterns. EGF was decreased by 38 % in tumor samples with endophytic growth compared to the exophytic growth patterns. 

SCC antigen in tumor tissues with endophytic growth pattern was lower than in exophytic growth patterns. 

Conclusions. The results demonstrated that the activation of angiogenic signaling pathway was more intensive in tumor in exo-

phytic growth patterns; both angiogenic and lymphangiogenic signaling systems were moderately stimulated in endophytic growth 

patterns. 

 
Keywords: growth factor, receptor, cervical cancer, exophyte, endophyte. 

 

Введение 
 

Молекулярно-биологическое изучение меха-

низмов неоангиогенеза позволило выявить целый 

ряд факторов, влияющих на формирование и разви-

тие новых сосудов внутри опухоли. Регуляторами 

клеточной пролиферации и дифференцировки яв-

ляются локально продуцирующиеся ростовые фак-

торы. Они являются основными переносчиками 

митогенного сигнала, способными стимулировать 

или ингибировать деление и дифференцировку раз-

личных клеток. Непременным условием реализации 

митогенного эффекта факторов роста является их 

взаимодействие со специфическими рецепторами, 

локализующимися на клеточной мембране [1–3]. 

В экспериментальных и клинических исследо-

ваниях опухолевого процесса женских репродук-

тивных органов установлено, что наряду с половы-

ми стероидными гормонами важными регулятора-

ми клеточной пролиферации и дифференцировки 
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являются локально продуцирующиеся ростовые 

факторы [4, 5]. В настоящее время благодаря мно-

гочисленным исследованиям оценена роль ангио-

генных факторов в развитии опухолевого процесса; 

выявлены взаимосвязи между ангиогенными фак-

торами и стадией злокачественного процесса, что 

позволяет в значительной степени определить про-

гноз заболевания [6–8]. Вместе с тем данные о ко-

личественном содержании факторов роста и их ре-

цепторов в опухолях с одной гистологической 

структурой, но макроскопически различным харак-

тером роста (эндофит и экзофит) немногочисленны 

и неоднозначны. 

Цель исследования – cравнительный анализ ко-

личественного содержания VEGF-A, VEGF-R2, 

VEGF-D, VEGF-R3, EGF, EGF-R и SCC в тканях 

шейки матки (опухоли, перифокальной зоны и ви-

зуально неизмененной) при экзофитном и эндо-

фитном вариантах роста плоскоклеточной карци-

номы шейки матки. 

 

Материалы и методы 

 

Дизайн исследования был одобрен этическим 

комитетом ФГБУ «РНИОИ». Обязательным услови-

ем включения в обследование было добровольное 

информированное согласие всех больных, посту-

пивших на оперативное лечение в отделение онко-

гинекологии РНИОИ. Все они проходили обследо-

вание и лечение в стационаре ФГБУ «РНИОИ» 

Минздрава России с 2013 по 2016 г.  

Были изучены ткани опухоли, ее перифокаль-

ной зоны, визуально неизмененные ткани, полу-

ченные при оперативном лечении 29 больных с 

гистологически подтвержденным плоскоклеточ-

ным неороговевающим раком шейки матки 

(РШМ) (эндофитная (n = 9) и экзофитная (n = 20) 

формы роста) на T1б-2аN0M0-стадии процесса. 

Стадирование рака шейки матки проводилось в 

соответствии с классификацией TNM (UICC, вер-

сия 2002 г.). Диагностика рака основывалась на 

результатах гистологического исследования в со-

ответствии с отраслевыми стандартами и алго-

ритмами объемов диагностики и лечения злокаче-

ственных новообразований в онкологии. Критери-

ем отбора больных являлся радикально резекта-

бельный, морфологически подтвержденный диа-

гноз РШМ. Гистологический анализ опухоли при 

обоих вариантах роста, выбранных в качестве 

объекта исследования, – плоскоклеточный рак без 

ороговения. Все больные были позднего репро-

дуктивного и перименопаузального возраста 

(51,5±1,7 года). Тканью перифокальной зоны счи-

тали образцы на расстоянии 1 см от видимого края 

опухоли. Образцы опухоли, ее перифокальной 

зоны и визуально неизмененной ткани были взяты 

во время операции и заморожены для дальнейше-

го хранения при температуре –70 °С с последую-

щим биохимическим исследованием. 

В 10%-х цитозольных фракциях ткани, приго-

товленных на калий-фосфатном буфере рН 7,4, со-

держащем 0,1 % Твин-20, методом ИФА с исполь-

зованием стандартных тест-систем определяли 

уровень ростовых факторов – VEGF-А и его рецеп-

тора VEGF-R2 (Bender MedSystems, Австрия), 

VEGF-D (R&D System, США), VEGF-R3 (eBiosci-

ence An Affimetrix Company, США), EGF (Bender 

MedSystems, Австрия), EGF-R (R&D System, 

США), TNF-α (Bender MedSystems, Австрия), SCC 

(Fujirebio, Швеция). 

Статистическую обработку полученных резуль-

татов проводили с помощью пакета программ Mi-

crosoft Excel (Windows XP). Данные таблицы пред-

ставлены в виде M±m. Разницу отличий оценивали 

по критерию Стьюдента и считали достоверной 

при р< 0,05.  

 
Результаты и обсуждение 

 

Результаты по изучению некоторых ростовых 

факторов, их рецепторов и антигена плоскоклеточ-

ной карциномы в тканях шейки матки (опухоли, 

перифокальной зоны и визуально неизмененной) 

при экзофитном и эндофитном вариантах роста 

опухоли представлены в таблице.  

При анализе уровня VEGF-А было установлено, 

что в ткани опухоли с эндофитным вариантом ро-

ста данный ростовой фактор был ниже в 2,9 раза, 

чем при экзофитном росте, т.е. отмечается активная 

экспрессия VEGF-А именно при экзофитной форме 

РШМ. В то же время статистически значимых раз-

личий в содержании эндотелиального растворимо-

го рецептора (VEGF-R2) в опухолевой ткани при 

эндофитной и экзофитной формах не выявлено. 

Коэффициент VEGF-А/VEGF-R2, характеризую-

щий эффективность процесса ангиогенеза [9], при 

эндофитном росте в 3,3 раза снижен по отношению 

к экзофитной форме.  

В ткани перифокальной зоны опухоли статисти-

чески значимых различий в содержании VEGF-А 

между экзофитной и эндофитной формами роста не 

выявлено. Однако наблюдается активная экспрес-

сия растворимого рецептора VEGF-R2 при экзо-

фитном варианте роста, в 5,8 раза превосходящая 

эндофит. Вследствие этого соотношение VEGF-

А/VEGF-R2 при экзофитной форме роста в 10,5 раза 

ниже, чем при эндофитной. Таким образом, в ткани 

перифокальной зоны опухоли на экспрессию 

VEGF-А форма роста опухоли шейки матки влия-

ния не оказывает.  
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Уровень факторов роста, их рецепторов и антигена плоскоклеточной карциномы в тканях шейки матки  

при экзофитном  и эндофитном вариантах роста опухоли / Levels of growth factors, their receptors  

and squamous cell carcinoma antigen in cervical tissues in exophytic and endophytic growth patterns 

 

Показатель 

Ткань 

опухоли перифокальной зоны визуально неизмененная 

Экзофит Эндофит Экзофит Эндофит Экзофит Эндофит 

VEGF-А, пг/г тк. 3470,7±356,8 1213,3±115,61 495,5±51,2 477,9±48,1 324,6±34,1 367,1±34,8 

VEGF-R2, нг/г тк. 28,4±3,2 33,7±3,5 33,4±3,6 5,7±0,61 7,2±0,9 4,1±0,351 

VEGF-А/VEGF-R2 117,8±12,5 36,0±2,91 7,9±0,8 83,2 ±7,61 45,0±4,3 89,5±9,21 

VEGF-D, пг/г тк. 683,3±79,3 856,5±83,91 666,7±22,8 716,1±25,71 652,8±16,1 736,1±26,91 

VEGF-R3, нг/г тк 0,8±0,07 0,8±0,07 0,9±0,1 0,8±0,08 1,1±0,13 1,0±0,09 

EGF, пг/г тк. 199,7±21,4 123,7±11,61 85,8±8,3 76,3±6,8 81,3±7,5 89,1±8,3 

EGF-R, нг/г тк. 189,3±17,6 171,5±16,2 148,1±13,6 136,4±14,1 123,2±11,9 122,6±10,7 

EGF/ EGF-R 1,0±0,08 0,7±0,061 0,4±0,05 0,5±0,06 0,5±0,07 0,7±0,071 

SSC, мкг/г тк. 161,7±6,8 143,9±8,21 67,6±6,5 76,9±7,3 41,3±4,6 45,8±4,8 
 

Примечание. 1 – достоверно по отношению к соответствующему показателю в ткани экзофита. 

 

При этом отмечается активация растворимого 

VEGF-R2 в перифокальной зоне экзофитных опу-

холей, что, на наш взгляд, является положительным 

фактом, поскольку растворимый VEGF-R2 частич-

но ингибирует миграцию клеток, т.е. повышение 

растворимого VEGF-R2 препятствует разрастанию 

патологической кровеносной сети. В визуально 

неизмененной ткани РШМ уровень VEGF-А при 

экзофитной и эндофитной формах не имел стати-

стически значимых различий. Содержание водо-

растворимого рецептора VEGF-R2 статистически 

значимо было снижено при эндофитной форме ро-

ста на 43 % относительно соответствующих визу-

ально неизмененных тканей при экзофитном росте. 

Вышеуказанные отклонения привели к повышению 

в 2 раза коэффициента VEGF-А/VEGF-R2 при эн-

дофитной форме роста. В целом направленность 

изменений повторяет ситуацию, наблюдаемую в 

тканях перифокальной зоны с макроскопически 

различными формами РШМ, только они не столь 

ярко выражены. Полученные данные по содержа-

нию VEGF-А в образцах тканей (опухоли, перифо-

кальной зоны и визуально неизмененной ткани) 

РШМ подтверждаются литературными, где указы-

вается, что самые высокие концентрации VEGF-А 

обнаружены в цитозолях опухолей [10]. 

Анализируя выявленные изменения в сигналь-

ном пути VEGF-А – VEGF-R2, происходящие в 

тканях шейки матки (опухоли, перифокальной 

зоны и визуально неизмененной ткани) с экзофит-

ным и эндофитным вариантами роста, обнаружи-

ли, что при экзофитной форме роста, даже начи-

ная с визуально неизмененных тканей, разворачи-

вается активация растворимого рецептора VEGF-

R2, значительно возрастающая в перифокальной 

зоне, тем самым препятствуя реализации основ-

ных функций VEGF-А в отношении эндотелиаль-

ных клеток и кровеносных сосудов. Несмотря на 

высокие значения растворимого рецептора в визу-

ально неизмененной и перифокальной ткани, по-

давляющего потенциала данного рецептора явно 

недостаточно, и в результате уже в самой ткани 

опухоли именно с экзофитной формой происходит 

активация VEGF-А. Однако стоит отметить, что и 

при эндофитной форме данный фактор роста тоже 

возрастает, но это повышение существенно 

скромнее. Уровень рецептора VEGF-R2 в образцах 

перифокальной зоны и визуально неизмененной 

ткани статистически значимо ниже. При патоло-

гическом неоангиогенезе ключевую роль, по-

видимому, играет соотношение в клетках опухоли 

VEGF и растворимой формы его рецептора VEGF-

R [11]. Казалось бы, одна и та же опухоль, но с 

различной формой роста, и такие существенные 

различия в факторах роста и их рецепторах в 

окружающих тканях. Оказывается, не только раз-

ные типы опухолей могут экспрессировать по-

разному VEGF и VEGF-R, но и в разных клетках 

одного типа опухолей это может происходить по-

разному [12, 13]. Данный факт, по-видимому, мо-

жет быть связан с гипоксией, которая сопровож-

дает все стадии развития неопластического про-

цесса, при этом гипоксические и аноксические 

участки располагаются в опухоли гетерогенно [14, 

15].  

Уровень VEGF-D, участвующего в формировании 

лимфатической системы в ткани опухоли при эндо-

фитном росте, статистически значимо (на 25,3 %) 

превышал соответствующие величины при экзо-

фитной форме роста. В то же время на уровень ре-

цептора VEGF-R3 форма роста опухоли влияния не 

оказывала. В визуально неизмененной ткани стати-

стически значимые изменения отмечались только 

для VEGF- D. В данном случае содержание изуча-
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емого фактора роста в эндофитных опухолях ста-

тистически значимо, на 12,7 %, превышало соот-

ветствующие величины при экзофитной форме. 

Согласно полученным результатам, лимфангио-

генный фактор роста VEGF-D в образцах с различ-

ными вариантами роста плоскоклеточной карцино-

мы шейки матки повышается непосредственно в 

эндофитных опухолях и в визуально неизмененной 

ткани. При этом содержание тирозинкиназного ре-

цептора (VEGF-R3), отвечающего за лимфангиоге-

нез, во всех исследуемых зонах находилось на од-

ном уровне. Полагаем, что фактор VEGF-D, обла-

дающий двойным действием, способен регулиро-

вать как ангиогенез через взаимодействие с рецеп-

тором VEGF-R2, так и лимфангиогенез, взаимодей-

ствуя с рецептором VEGF-R3 [16, 17]. Возможно, в 

данном случае действие VEGF-D перенаправлено 

через рецептор VEGF-R2 и прерывает сигнальный 

путь ангиогенеза. Следовательно, экзофитный ва-

риант роста опухоли сопровождается поддержани-

ем ангиогенной сосудистой сети за счет гиперакти-

вации VEGF-А, а эндофитный, напротив, – форми-

рованием лимфатической сети посредством акти-

вации VEGF-D. Однако при эндофитном росте 

опухоли присутствует и ангиогенная составляю-

щая, только в значительно меньшем объеме по 

сравнению с экзофитной формой роста. 

Эпидермальный фактор роста EGF в исследуе-

мых опухолевых образцах с эндофитной формой 

роста был снижен на 38 % по сравнению с экзо-

фитной. В ткани перифокальной зоны и визуально 

неизмененной ткани вне зависимости от формы 

роста опухоли содержание растворимого EGF не 

менялось. Статистически значимых различий в 

уровене EGF-R во всех исследуемых тканях (опу-

холи, перифокальной зоны, визуально неизменен-

ной) вне зависимости от ее формы роста не обна-

ружено. Показатель EGF/EGF-R в ткани перифо-

кальной зоны с эндофитной формой не имел стати-

стически значимых различий относительно экзо-

фитной, при этом в опухолевом очаге он был ниже 

на 30 %, а в визуально неизмененной ткани – выше 

на 40 %. 

Полученные данные свидетельствуют о нару-

шении сигнальной системы EGF – EGF-R, причем 

более существенные «неисправности» клеточной 

сигнальной сети отмечаются в опухолевом очаге 

при экзофитном варианте роста опухоли. Известно, 

что EGF отвечает за клеточный рост и деление кле-

ток эпителиального покрова с помощью эпи-

дермального рецептора EGF-R, причем в присут-

ствии EGF это деление происходит значительно 

быстрее [18, 19]. Учитывая тот факт, что EGF явля-

ется одним из стимулов, активизирующих VEGF, 

тем самым опосредованно влияющих на опухоле-

вую прогрессию [20, 21], и благодаря выявленным 

взаимодействиям VEGF-зависимых регуляторных 

сигналов отмечаем совокупный ответ исследован-

ных сигнальных систем. 

Выявленные изменения в сигнальном пути EGF – 

EGF-R согласуются с данными ряда авторов, пока-

завшими, что увеличение и нарушение функцио-

нальной активности EGF и EGF-R обусловливают 

более 70 % всех злокачественных опухолей [22, 

23]. 

Уровень антигена плоскоклеточного рака (SCC) 

в ткани опухоли с эндофитным вариантом роста 

был статистически значимо ниже на 11 %, чем при 

экзофитном. Во всех остальных тканях (перифо-

кальная зона, визуально неизмененная ткань) с эк-

зофитной и эндофитной формами роста статисти-

чески значимых изменений не обнаружено. По-

скольку участие SCC в процессах клеточной адгезии 

доказано [24, 25], то, согласно полученным резуль-

татам, можно предположить, что при экзофитном 

варианте роста опухолевые клетки обладают боль-

шей мобильностью за счет более высокого уровня 

SCC, способствующего ослаблению контактов меж-

ду клетками эндотелия и внешним матриксом. 

 
Выводы 

 
Выявленные закономерности экспрессии факто-

ров роста в зависимости от макроскопической 

формы роста опухоли при РШМ позволяют утвер-

ждать, что при экзофитном варианте роста в опу-

холевом очаге сильнее выражена активация неоан-

гиогенеза, причем именно ангиогенная составляю-

щая, а при эндофитном варианте роста умеренно 

стимулированы как ангиогенный, так и лимфангио-

генный сигнальные пути. Клинически выявленные 

закономерности подтверждают более выраженную 

способность эндофитных опухолей к местнорас-

пространенному росту и миграции клеток плоско-

клеточной карциномы по лимфатическим сосудам с 

формированием регионарных метастазов в лимфа-

тические узлы. В перифокальной зоне экзофита 

срабатывают механизмы торможения, более того, 

их начальная активация отмечается уже в визуаль-

но неизмененной ткани, чего не наблюдается при 

эндофите. 
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Для подтверждения эффективности неоадъювантной химиотерапии у больных серозным раком яичников мы провели 

сравнительное исследование морфоструктуры злокачественных опухолей яичников и результатов лечения в группе без 

воздействия химиотерапии (35 больных) и после применения неоадъювантной химиотерапии по схемам TР (47 больных) и 

CAP (52 больных). Все больные с III–IV стадией заболевания идентичны по возрасту, общему состоянию и гистологической 

структуре. Проведение неоадъювантной химиотерапии серозного  рака яичников по схеме TР по сравнению со схемой CAP 

приводит к значительному улучшению непосредственных результатов лечения, повышению операбельности и улучшению 

отдаленных результатов лечения (пятилетняя выживаемость – 68 и 36 %). 

Проведение химиотерапии по схеме TР серозных цистаденокарцином яичников сопровождается глубокими дистрофи-

ческими изменениями опухолевых клеток и их активным лизированием с замещением волокнистой соединительной тканью, 

включением в структуру значительного количества лимфоцитарно-плазмоцитарных элементов, снижением митотиче-

ской активности, изменением общей структуры опухоли за счет гибели опухолевой паренхимы и разрастания волокнистой 

соединительной ткани. 

 

Ключевые слова: серозный рак яичников, химиотерапия, патоморфоз. 

 

In order to confirm the effectiveness of neoadjuvant chemotherapy in serous ovarian cancer patients we compared morphologi-

cal structure of malignant ovarian tumors and results of treatment in a group without chemotherapy (35 patients) and after neoadju-

vant chemotherapy regimens TP (47 patients) and CAP (52 patients). All patients had stage III-IV of the disease and were identical 

in terms of age, general state and histological tumor structure. Compared to CAP, the TP regimen resulted in significant improve-

ment of the direct results of treatment, increased resectability and improved distant results of treatment (5-year survival - 68 and 36 %). 

Furthermore, TP chemotherapy for ovarian serous cystadenocarcinoma was accompanied by more pronounced morphological 

changes: profound dystrophic changes of tumor cells and their active lysing with replacement by the fibrous connective tissue, inclu-

sion of a significant number of lymphocyte-plasmocyte elements into the structure, decreased mitotic activity, changes in the general 

structure of the tumor due to the death of the tumor parenchyma, and the spread of fibrous connective tissue. 

 

Keywords: serous ovarian cancer, chemotherapy, pathomorphosis. 

 

Введение 

 
Рак яичников (РЯ) в настоящее время продол-

жает занимать лидирующие позиции и  остается 

одним из наиболее распространенных в структуре 

злокачественных новообразований женских репро-

дуктивных органов в России, являясь ведущей при-

чиной смертности от онкогинекологической пато-

логии. Пик заболеваемости РЯ в России приходит-

ся на социально значимую категорию женщин в 

возрасте 55–59 лет. За последние 10 лет произошел 

прирост заболеваемости на 8,5 %. Несмотря на 

совместные усилия специалистов по всему миру и 

огромное число исследований, посвященных дан-

ной проблеме, смертность  среди больных РЯ на 

протяжении последних десятилетий практически 

не снижается. Пятилетняя выживаемость больных 

РЯ I–II стадии составляет 7595 %, но в связи с 

поздней диагностикой заболеваемости удельный 

вес больных с III–IV стадией составляет 70 %; вы-

живаемость при III – 720; IV – 010 %; леталь-

ность больных РЯ на первом году после установле-

ния диагноза составляет 35 %.  

Вследствие высокой смертности вопросы ран-

ней диагностики, противоопухолевого лечения, с 

учетом совершенствования лекарственной терапии 

и оценки его эффективности, на современном этапе 

сохраняют свою важность и актуальность. Лечение 

РЯ является комплексным в зависимости от рас-

пространенности опухолевого процесса – хирурги-

ческим и химиотерапевтическим, а также их ком-

бинация. В последние годы особое внимание уде-

ляется изучению преимуществ различных схем 

стартовой химиотерапии (ХТ). По данным анализа 

клинических испытаний GOG III, проведенных ги-

некологической онкологической группой, первым 

этапом при лечении распространенного РЯ являют-

ся циторедуктивная операция и выполнение в адъ-

ювантном режиме не менее 68 курсов системной 

ХТ на основе платиносодержащих схем [1–3]. Одна-

mailto:lubovurievna@gmail.com
mailto:lubovurievna@gmail.com
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ко вопрос о выборе первого этапа лечения при III–IV 

стадии РЯ остается дискуссионным, так как не все-

гда первым этапом возможна операция вследствие 

распространенности опухолевого процесса и мета-

стазов. В таких случаях целесообразно начинать 

лечение с проведения неоадъювантной (НА) ХТ с 

комбинацией различных вариантов противоопухо-

левых лекарственных препаратов, создающих 

условия для последующего выполнения хирургиче-

ского вмешательства на втором этапе [4–6]. Одним 

из основных методов контроля лекарственного 

воздействия химиопрепарата на опухолевый про-

цесс является морфологическое исследование. 

Применение морфометрического метода, помимо 

выявления чувствительности опухоли к тому или 

иному химиотерапевтическому воздействию, поз-

волило выявить и особенности структурных изме-

нений в ткани опухоли под влиянием различных 

вариантов ХТ. В связи с вышеизложенным право-

мочно использовать патоморфологическую оценку 

для сравнения различных вариантов НА полихи-

миотерапии [7–9]. 

Цель работы – изучить степень выраженности 

патоморфологических изменений в ткани яични-

ков, подвергшихся различным вариантам НА поли-

химиотерапии. 

 
Материал и методы 

 
Для подтверждения эффективности НАХТ у 

больных серозным РЯ мы провели сравнитель-

ное исследование морфоструктуры злокаче-

ственных опухолей яичников, удаленных во 

время операции после применения НАХТ по 

схеме паклитаксел+препараты платины (ТР) (47 

больных) и циклофосфан+цисплатин+доксору-

бицин (САР) (52 больных). Для правильной и 

объективной оценки степени выраженности ле-

чебного патоморфоза в этих опухолях получен-

ные при исследовании морфометрические дан-

ные сопоставлялись с показателями спонтанной 

регрессии и результатами лечения в группе без 

воздействия ХТ (35 больных). Больные в груп-

пах были с III–IV стадией заболевания, иден-

тичны по возрасту, общему состоянию и гисто-

логической структуре. Все они подверглись 

комплексному лечению в отделении онкогине-

кологии ФГБУ «РНИОИ» Минздрава России с 

2006 по 2012 г. Для гистологического исследо-

вания фрагменты ткани опухоли фиксировали в 

10%-м растворе нейтрального формалина, по-

мещали в батарею спиртов восходящей концен-

трации и заключали в парафин. Срезы окраши-

вали гемотоксилином и эозином по Масону. 

Процедура статистической обработки получен-

ных данных проводилась на персональном компью-

тере с использованием пакета прикладных программ 

STATISTICA 6.0. Достоверность различий между 

количественными показателями вычисляли по t-

критерию Стьюдента и критерию углового пре-

образования Фишера.  

 
Результаты 

 
При изучении показателей непосредственной 

эффективности НАХТ при использовании схем ТР 

и CАР были обнаружены достоверные отличия. В 

показателях общего положительного ответа (коли-

чество полных и частичных регрессий) между 

группой больных, получавших лечение по схеме 

ТР, и группой лечившихся по схеме САР эта раз-

ница составила 24,3 % (100 % при схеме ТР против 

75,7 % при САР-схеме). Соответственно, снизилась 

при применении метода с использованием препара-

тов по схеме ТР частота стабилизации и прогрессии 

опухоли. 

Улучшение общего состояния больных, умень-

шение размеров опухоли и появление ее подвижно-

сти в результате проведенной ХТ сделали возмож-

ным выполнение оперативного вмешательства в 

полном объеме у больных с запущенным злокаче-

ственным процессом. При сопоставлении результа-

тов хирургического этапа лечения пациенток с III–V 

стадией серозного РЯ, получивших в качестве 1-го 

этапа комплексного лечения ХТ по схемам ТР и 

CАР, установлено увеличение резектабельности 

опухоли и операбельности больных при примене-

нии схемы ТР, что указывало на усиление антибла-

стомного эффекта при введении ХТ с использова-

нием препаратов таксанового ряда. 

Предоперационная ХТ по схеме ТР увеличила по-

казатель операций полного объема почти в 1,5 раза 

(88,6 и 60,6 %) по сравнению с ХТ по системе CАР. 

Количество циторедуктивных операций при при-

менении схемы ТР значительно уменьшилось по 

сравнению с группой больных, получивших ХТ по 

схеме CАР (11,34 и 36,4 %). При этом введение хи-

миопрепаратов по схеме ТР обеспечило полностью 

сокращение числа ревизионных лапаротомий по 

сравнению с соответствующей группой, леченной 

по схеме CАР, где количество пробных операций 

равно 3 % (р<0,05). 

Улучшение непосредственных результатов пред-

операционной ХТ при введении лекарственных 

препаратов по схеме ТР и увеличение резектабель-

ности опухоли при последующем оперативном 

вмешательстве способствовали улучшению отда-

ленных результатов комплексного лечения пациен-

ток, подвергавшихся до операции НАХТ по схеме 

ТР. 
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Пятилетняя выживаемость больных после НАХТ 

по схеме ТР составила 68 %, а по схеме САР – 36. 

Для изучения опухолевого морфогенеза у боль-

ных серозным РЯ различными схемами проведения 

НАХТ (ТР и CАР) мы провели сравнительное ис-

следование морфоструктуры злокачественных опу-

холей яичников у больных после применения НАХТ 

по схеме ТР, сопоставляя со схемой САР и с данны-

ми этого же исследования без применения ХТ. 

В качестве морфологических критериев эф-

фективности проведенной предоперационной 

ХТ учитывались показатели митотического ре-

жима, количество дистрофически измененных 

опухолевых клеток, изменение общей структуры 

опухоли и лимфоплазмоцитарная реакция стро-

мы (таблица). 

 
Соотношение морфологических показателей в опухолях яичников под действием разных схем НАХТ /  

Percentages of morphological indices in ovarian tumors under the influence of different regimens of neoadjuvant chemotherapy 

 

Схема НАХТ 

Морфологические показатели 

Митотическая 

активность, ‰ 
Дистрофия клеток, % Паренхима, % Строма, % Некроз, % 

Контрольная, 

n=35 

26,3±1,0 42,2±1,9 64,2±3,8 34,9±3,8 0,9±0,2 

I – САР, 

n=52 

10,2±1,3 

р0,05 

59,5±3,5 

р0,05 

60,7±5,1 36,6±5,3 2,7±0,2 

II – ТР, 

n=47 

4,3±1,4** 

р0,01 

74,8±6,3** 

р0,01 

43,0±5,3** 

р0,01 

53,5±5,5** 

р0,01 

3,8±0,3** 

р0,01 

 

Примечание. Достоверность различия по сравнению: р – с контрольной группой; * – с I – САР, р10,05; ** – с I – САР,  

р10,01. 

 

В опухолях яичников, подвергшихся воздей-

ствию ХТ по схемам ТР и САР, выявлены морфо-

логические изменения, свойственные химиотера-

певтическому патоморфозу. Митотическая актив-

ность опухолевых клеток снизилась, что свидетель-

ствует о подавлении пролиферативных процессов и 

интенсивности роста опухоли. Под воздействием 

ХТ появились полиморфизм и дистрофические из-

менения опухолевых клеток: вакуолизация ядра и 

цитоплазмы, карио- и цитолизис, кариопикноз и 

кариорексис. Отмечены изменения общей структу-

ры опухоли: гибель опухолевой паренхимы, появ-

ление обширных очагов некроза, разрастание во-

локнистой соединительной ткани, сдерживающей 

рост опухоли и постепенно замещающей очаги 

распада. Наряду с гибелью паренхимы имеется 

четкое увеличение клеточной стромы. 

Степень выраженности этих изменений в ткани 

опухоли после предоперационной ХТ по схемам ТР 

и САР неодинакова. Морфологические показатели 

эффективности данных схем ХТ и показатели 

спонтанной регрессии интактных опухолей пред-

ставлены в таблице. 

Одним из наиболее объективных критериев 

эффективности противоопухолевой терапии явля-

ется показатель митотической активности. Под 

воздействием данных схем ХТ наблюдалось до-

стоверное снижение митотической активности 

опухолевых клеток, но более выраженное после 

ХТ по схеме ТР. При этом митотический индекс 

под влиянием таксанов с препаратами платины 

снижался в среднем до 4,3±1,4 %, т.е. более чем в 

6 раз по сравнению с контролем (26,3±1,0 %, 

р0,01) и более чем вдвое у больных в САР-

группе (10,2±1,3, р0,01). 
Под влиянием химиопрепаратов на фоне сниже-

ния митотической активности злокачественных 
клеток увеличивается процент патологических 
форм митоза: до 88,1 % в группе леченных по схе-
ме САР и до 99 % – в группе ТР (75,7 % в контро-
ле). Среди патологических форм преобладали 
находящиеся в метафазе. 

Морфологическое исследование серозных циста-

денокарцином яичников, удаленных после предопе-

рационной ХТ, выявило полиморфизм и дистро-

фические изменения опухолевых клеток, выра-

женные в значительно большей степени после ТР-

схемы. После предоперационной НАХТ по САР-

схеме процентное содержание дистрофически из-

мененных клеток в паренхиме опухоли увеличи-

лось в среднем до 59,5±3,5 по сравнению с 

42,2±1,9 (р1<0,05) в контроле, а после применения 

ТР-схемы лечения процент дистрофически изме-

ненных клеток возрос до 74,8±6,3 (р<0,01). Необ-

ходимо отметить, что после  ТР-схемы в опухоле-

вых клетках значительно чаще встречались такие 

признаки дистрофии, как карио- и цитолизис, ка-

риопикноз, вакуолизация ядра и цитоплазмы. В 

цитоплазме дистрофически измененных клеток 

выявлялось ШИК-положительное вещество. 
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С увеличением количества поврежденных кле-

ток возрастали частота и размеры участков некроза, 

выявляемые не только в центре, но и по периферии 

опухолевых пластов. После предоперационной 

НАХТ по ТР-схеме участки некроза встречались 

значительно чаще (3,8±0,3 %) и отличались круп-

ными размерами. В группе больных, леченных по 

САР-схеме, увеличение площади некроза наблюда-

лось только в 2,7±0,2 % (р<0,05). Без воздействия 

ХТ процент спонтанной регрессии был равен 

0,9±0,2. 

Под влиянием ХТ одновременно с выраженными 

дистрофическими и некротическими процессами в 

опухоли происходили процессы резорбции и заме-

щения еë погибшей части соединительной тканью. 

Эта структурно-функциональная перестройка 

опухоли, по мнению большинства морфологов, яв-

ляется одним из самых важных критериев степени 

повреждения опухоли и эффективности проведен-

ной ХТ. Сравнение измеренных площадей основ-

ных структурных элементов опухолей и вычисле-

ние их процентного соотношения обнаружили более 

выраженные изменения общей структуры РЯ после 

схемы ТР. Так, если в контрольной группе площадь 

паренхимы занимала в среднем 64,2±3,8 % всей 

площади опухоли и незначительно уменьшилась 

после ХТ по схеме САР в среднем до 60,7±5,1 %, то 

после курса ХТ по схеме ТР уменьшение ее было 

существенным и достоверным, поскольку парен-

хима составила только 43,0±5,3 % (р<0,01). 

Уменьшение площади паренхимы обусловлено 

преимущественно увеличением площади стромы, а 

в ряде случаев – и зоны некроза. 

После предоперационной ХТ по схеме ТР в изу-

ченных опухолях яичников четко выявлены резкое 

выраженное изменение общей структуры и умень-

шение площади паренхимы более чем на 30 %, что 

свидетельствовало о выраженном повреждении 

опухоли III степени. 

После ХТ по ТР-схеме в опухолях с измененной 

структурой выявлялось очаговое или диффузное 

разрастание волокнистой соединительной ткани, 

среди которой определялись мелкие и средние 

группы раковых клеток с выраженными дистрофи-

ческими изменениями, иногда встречались лишь 

одиночные клетки. В некоторых опухолях среди 

разросшейся соединительной ткани обнаружива-

лись полости, выстланные дистрофически изме-

ненными раковыми клетками или без них. В связи 

со сдавлением этих полостей разросшейся соеди-

нительной тканью они приобретали щелевидную 

форму. После предоперационного курса ХТ по 

схеме САР подобные изменения в опухолях встре-

чались значительно реже и были выражены в 

меньшей степени. Аналогичная оценка степени 

повреждения опухолевой ткани после курса пред-

операционного ХТ по схеме САР обнаружила III 

степень повреждения только в 16,7 %. После про-

ведения ХТ отмечено разрастание соединительной 

ткани; за счет этого – значительное уменьшение 

паренхимы опухоли и увеличение площади стро-

мы. Так, после применения схемы лечения ТР пло-

щадь стромы увеличилась до 53,5±5,5 % по сравне-

нию с группой больных с ХТ по САР-схеме 

(36,6±5,3 %) и без воздействия ХТ (34,9±3,8 %). 
 

Выводы 
 

Результаты проведенного морфологического ис-

следования показали, что предоперационная ХТ по 

представленным схемам оказывает повреждающее 

действие на опухоль яичников. Однако степень вы-

раженности «лечебного» патоморфоза при этих 

двух вариантах ХТ неодинакова. Изучение ее в се-

розных цистаденокарциномах яичников под влия-

нием ХТ по ТР- и САР-схемам с использованием 

морфометрических методов и сопоставление полу-

ченных морфологических показателей эффектив-

ности ХТ выявили статистически достоверное бо-

лее выраженное повреждение опухолевой ткани и 

регрессию опухоли после предоперационной 

НАХТ по схеме ТР. Это говорит о большей еë эф-

фективности по схеме ТР по сравнению с САР-

схемой у больных с III–IV стадией РЯ и полностью 

согласуется с клинической оценкой этих двух спо-

собов. Таким образом, проведение НАХТ РЯ по 

схеме ТР по сравнению со схемой САР приводит к 

значительному улучшению непосредственных ре-

зультатов лечения, повышению операбельности и 

улучшению отдаленных результатов лечения (пяти-

летняя выживаемость – 68 и 36 %), что подтвержда-

ется более выраженными глубокими дистрофиче-

скими изменениями опухолевых клеток, включени-

ем в структуру значительного количества лимфо-

цитарно-плазмоцитарных элементов, снижением 

митотической активности, изменением общей 

структуры опухоли за счет гибели опухолевой па-

ренхимы и разрастания волокнистой соединитель-

ной ткани. 
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Проведено исследование клеточного звена локального и общего иммунитета 73 пациентов местнораспространенным и 

40 – раком толстой кишки с метастазами в печень. Проводили иммунофенотипирование лимфоцитов крови, туморин-

фильтрирующих и тканевых субпопуляций лимфоцитов в перитуморальной зоне и по линии резекции. Данные о тканевом 

составе иммунокомпетентных клеток в опухоли и неизмененных тканях кишки дали нам возможность найти критерии 

для прогноза потенциального развития метастазов рака толстой кишки. При расчете риска развития метастазов мест-

нораспространенного рака толстой кишки в ближайшие 2 года на основании многофакторного анализа выявлены наиболее 

значимые предиктивные факторы: Т-лимфоциты с рецептором αβ в крови (αβкр), Т-хелперно-индукторные лимфоциты в 

перитуморальной зоне (CD4+Пери), цитотоксические Т-лимфоциты в перитуморальной зоне (CD8+Пери), В-лимфоциты в 

перитуморальной (CD19+Пери) и в опухолевой зоне (CD19+Оп). 

 
Ключевые слова: локальный иммунитет, рак толстой кишки, прогноз, многофакторная модель, метастазы. 

 
Local and general cellular immunity was studied in 73 patients with locally advanced colon cancer and in 40 patients with liver 

metastases from colon cancer. Immunophenotyping of blood lymphocytes, tumor-infiltrating and tissue subpopulations of lympho-

cytes in the peritumoral area and in the resection line was performed. The data on the tissue content of immunocompetent cells in 

tumor and in unchanged colon tissues allowed finding criteria for the prognosis of the potential development of metastasis from co-

lon cancer. In calculating the risks of metastasis development from locally advanced colon cancer in the next two years, on the basis 

of the multifactor analysis, the most important predictive factors were revealed, such as T-limphocytes with αβ receptor in the blood 

(αβbl), T-helper/inductor lymphocytes in the peritumoral area (CD4+Peri), cytotoxic T-lymphocytes in the peritumoral area 

(CD8+Peri), В- lymphocytes in the peritumoral area (CD19+Peri) and in tumors (CD19+Tum). 

 
Keywords: local immunity, colon cancer, prognosis, multifactor model, metastasis. 

 

Введение 

 

В России рак толстой кишки входит в первую 

десятку злокачественных опухолей как по заболе-

ваемости, так и по смертности. В общей структуре 

онкологических заболеваний 6-е место занимает 

ободочная кишка (6,1 %), 7-е – прямая кишка  

(5,2 %) [1]. 

Ткани рака толстой кишки человека инфильтри-

рованы различными иммунными/воспалительными 

клетками. Обычно ткань опухоли толстой кишки 

содержит небольшое количество Т-лимфоцитов с 

рецепторами CD4+ и CD8+. Интраэпителиальные 

лимфоциты, или лимфоциты, инфильтрирующие 

неопластический эпителий, представлены в основ-

ном CD8+-Т-клетками [2–4]. В-лимфоциты чаще 

всего наблюдаются в лимфоидных фолликулах. В 

ткани опухоли толстой кишки присутствуют также 

NK-T-клетки, большинство из которых экспресси-

руют маркер ранней активации CD69+. Есть дан-

ные о том, что инфильтрация NK-T положительно 

коррелирует с меньшим числом метастазов в лим-

фоузлы, а число этих клеток является независимым 

прогностическим фактором для более долгой вы-

живаемости и безрецидивного периода больных 

колоректальным раком [5]. 

Лимфоцитарный инфильтрат при раке толстой 

кишки почти всегда сопровождается нейтрофиль-

ными и макрофагальными клетками, стимулирую-

щий эффект которых на развитие и прогрессирова-

ние различных злокачественных опухолей описан в 

литературе [6]. Авторы этих статей при аденокар-

циноме кишечника рассматривают макрофагаль-

ную инфильтрацию опухоли и перитуморальной 

области как позитивный прогностический признак. 

Установлено, что низкая плотность инфильтрации 

сочеталась с более высокой инвазивностью опухо-

ли, и наоборот, что позволило заключить: инфиль-

трация макрофагами и цитотоксическими лимфо-

цитами может быть индикатором уровня активно-

mailto:rnioi@list.ru
mailto:rnioi@list.ru
mailto:rnioi@list.ru
mailto:rnioi@list.ru
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сти противоопухолевого действия эффекторных 

иммунокомпетентных клеток у больных колорек-

тальным раком.  

Различные клетки (фибробласты, эндотелиальные, 

макрофаги, гистиоциты и др.) входят в систему со-

единительной ткани (стромы). Именно система стро-

мальных клеток определяет микроокружение опухо-

ли. Опухолевые клетки способны влиять на строму 

(ее клетки и компоненты), а иммунный ответ во мно-

гом зависит от состояния стромы [7]. При сложных 

взаимодействиях клеток опухоли и стромы именно 

стромальные иммунокомпетентные клетки служат 

резервуаром Т-киллеров, которые мигрируют в па-

ренхиму, где взаимодействуют с Т-хелперами и В-

лимфоцитами при формировании противоопухолевой 

защиты [8].  

Имеется достаточно широкий спектр зарубеж-

ных исследований по изучению туморинфильтри-

рующих и туморассоциированных иммунокомпе-

тентных клеток и их прогностической роли при 

колоректальном раке [9–13]. Однако остается мно-

го спорных и нерешенных вопросов о прогностиче-

ской роли иммунокомпетентных клеток и микро-

окружения опухоли в патогенезе рака толстой 

кишки [14–16]. 

 
Материалы и методы 

 
В исследование были включены 113 больных 

спорадическим раком толстой кишки, впервые обра-

тившихся в РНИОИ, из них 73 пациента местно-

распространенным и 40 – раком толстой кишки с мета-

стазами в печень. Иммунофенотипирование лимфоци-

тов ткани опухоли, перитуморальной области (13 см) 

и линии резекции (710 см), а также крови, взятой из 

локтевой вены (СD3+ – зрелые Т-лимфоциты, СD3+–

СD4+ – Т-хелперно-индукторные; СD3+–СD8+ – ци-

тотоксические Т-лимфоциты; CD16+–CD56+ – нату-

ральные киллеры; СD19+ – В-клетки; Т-лимфоциты с 

рецепторами αβ и γδ), проводили методом 6-цветной 

проточной цитофлюориметрии на анализаторе Becton 

Dickinson. 

Статистический анализ результатов исследования 

проводился с помощью программы STATISTICA 7.0 

(StatSoft Inc., США) и MedCalc (версия 9.3.5.0). Мно-

гофакторные модели строили на основе множествен-

ной логистической регрессии, коэффициенты для 

которой рассчитывали методом Ньютона. Силу влия-

ния изучаемых показателей на вероятность метаста-

зирования опухоли оценивали по стандартизирован-

ному коэффициенту регрессии β и его доверительной 

вероятности [17]. 

Подгруппы больных с разным риском генерали-

зации онкологического процесса формировались по 

результатам проведения дискриминантного анализа 

с формированием соответствующих дискрими-

нантных моделей. Дискриминантную мощность 

оценивали по лямбде Уилкса, F-критерию и дове-

рительной вероятности [18]. 

 
Результаты и обсуждение 

 
Полученные нами данные о тканевом составе 

иммунокомпетентных клеток в опухоли и неизме-

ненных тканях кишки дали нам возможность найти 

критерии для прогноза потенциального развития 

метастазов рака толстой кишки.  

При разработке модели на начальном этапе была 

сформирована выборка больных с диагнозом «мест-

нораспространенный рак толстой кишки». В течение 

двух лет у пациентов прослеживали наличие или 

отсутствие метастазов опухолевого процесса. Ран-

жировали результат наблюдения следующим обра-

зом: 0 – отсутствие метастазов в ближайшие 2 года 

после операции, 1 – наличие. У этих же пациентов 

проводили полное иммунофенотипирование лим-

фоцитов крови, взятой из локтевой вены до опера-

тивного вмешательства, а также лимфоцитов ткани 

опухоли и перитуморальной области в ходе опера-

тивного вмешательства. 

Общее назначение множественной регрессии 

состоит в анализе связи между несколькими неза-

висимыми переменными (называемыми также ре-

грессорами или предикторами) и зависимой пере-

менной. 

В регрессионную модель, группирующую (риск 

развития метастазов 0/1) и зависимые переменные 

(иммунологические показатели), по результатам 

предварительного анализа выбирали переменные, 

которые с доверительной вероятностью p<0,05 

определяли риск развития метастазов местнорас-

пространенного рака толстой кишки.  

При расчете риска развития метастазов местно-

распространенного рака толстой кишки в ближай-

шие 2 года предикторы были ограничены перемен-

ными: αβкр – Т-лимфоциты с рецептором αβ в кро-

ви; CD4+Пери – Т-хелперно-индукторные лимфоци-

ты в перитуморальной зоне; CD8+Пери – цитотокси-

ческие Т-лимфоциты в перитуморальной зоне; 

CD19+Пери – В-лимфоциты в перитуморальной 

зоне; CD19+Оп – В-лимфоциты в опухолевой зоне. 

Эти показатели имели статистически значимую 

(p<0,05) высокую прогностическую значимость в от-

ношении риска развития метастазов. Ограничив пре-

дикторы, которые со статистической значимостью 

влияют на риск развития метастазов, вновь повторяли 

этапы метода множественной регрессии и определяли 

классификационные показатели уравнения регрессии.  
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Уравнение множественной регрессии имеет вид 

y=C + k1X1 + k2X2 +… knXn, 

где С – постоянная величина; ki – классификацион-

ные коэффициенты (i = 1, 2, … n); Xi – переменные 

(i = 1, 2, … n). 

Учитывая итоговые результаты, на заключи-

тельном этапе формировали модель риска развития 

метастазов, которая имела вид 

Рм=–0,3+0,001αβкр+0,017CD4Пери– 

–0,004CD8Пери+0,002CD19Пери+ +0,008CD19Оп, 

где Рм – вероятность метастазирования местно-

распространенного рака толстой кишки. 

Статистическую значимость всей модели опре-

деляли по критерию F, который составил 11,7, 

p<0,001. 

Модель позволяла прогнозировать появление 

метастазов местнораспространенного рака толстой 

кишки в ближайшие 2 года до осуществления ин-

струментальных методов диагностики.  

Для расчёта вероятности метастазирования опу-

холевого процесса при местнораспространенном 

раке толстой кишки значения факторов, входящих 

в модель (αβкр, CD4+Пери, CD8+Пери, CD19+Пери, 

CD19+Оп), необходимо умножить на соответству-

ющие значения коэффициентов, представленных в 

табл. 1.  

 
Таблица 1 

 
Параметры прогностической модели метастазирования 

местнораспространенного рака толстой кишки /  

Parameters of prognostic model of metastasis from locally 

advanced colon cancer 

 

Показатель 
Условное 

сокращение 

Коэффициент  

в модели 

αβкр Х1 0,001 

CD4+Пери Х2 0,017 

CD8+Пери Х3 –0,004 

CD19+Пери Х4 0,002 

CD19+Оп Х5 0,008 

Свободный член суммы  –0,3 

F-критерий для модели в целом F=11,7, p<0,001 

 
Если рассчитанное значение вероятности 0,5, 

то у больного прогнозируют появление метастазов 

местнораспространенного рака толстой кишки в 

ближайшие 2 года при рассчитанном значении ме-

нее 0,5, констатируют отсутствие риска развития 

метастазов толстой кишки в ближайшие 2 года. 

В табл. 2 отражены показатели стандартизиро-

ванного коэффициента регрессии, или β-коэф-

фициента, определяющего влияние показателей на 

прогноз появления метастазов рака при условии, 

что все другие показатели не изменяются.  

 
Таблица 2 

 
Значения коэффициентов регрессии в прогностической 

модели метастазирования местнораспространенного рака 

толстой кишки / Coefficients of regression in prognostic 

model of metastasis from locally advanced colon cancer 

 

Показатель 
β-стандартизированный 

коэффициент регрессии 
р 

αβкр 0,31 0,046 

CD4+Пери 1,37 0,0001 

CD8+Пери –0,89 0,001 

CD19+Пери 0,44 0,05 

CD19+Оп 1,42 0,027 

 

Наибольшей значимостью в модели обладали 

признаки: αβкр, CD4+Пери, CD8+Пери, CD19+Пери, 

CD19+Оп. 

Клинический пример 1. Пациентка Х., 1972 г.р., 

поступила в отделение общей онкологии 

23.12.2010 г. с диагнозом «местнораспространен-

ный рак толстой кишки, st.III, гр. 2, T3N0M0».  

До оперативного вмешательства пациентке про-

вели иммунофенотипирование лимфоцитов крови, 

взятой из локтевой вены, а также лимфоцитов опу-

холевой ткани и ткани перитуморальной области 

зоны из удаленного в ходе оперативного вмешатель-

ства препарата. Результаты иммунологического об-

следования: αβкр: 67 %, CD4+Пери: 23 %, CD8+Пери:  

29 %, CD19+Пери: 19 %, CD19+Оп: 5 %. 

Данные показатели внесены в формулу: 

Рм=–0,3+0,001αβкр+0,017CD4Пери– 

–0,004CD8Пери+0,002CD19Пери+0,008CD19Оп, 

Рм=–0,3+0,00167+0,01723–0,00429+0,00219+ 

+0,0085=0,14. 

Рм=0,14 – это меньше 0,5, т.е. у пациентки Х. 

риск метастазирования опухоли низкий.  

Рассчитанное значение свидетельствует об от-

сутствии высокого риска метастазирования мест-

нораспространенного рака толстой кишки в бли-

жайшие 2 года.  

Пациентке рекомендовано стандартное наблю-

дение (один раз в полгода). 

При повторном комплексном обследовании па-

циентки Х. в 2014 г. метастазов не обнаружено. 

Клинический пример 2. Пациентка Б., 1938 г.р., 

поступила в отделение общей онкологии 22.10.2010 г. 

с диагнозом «с-г печеночного угла ободочной киш-

ки st.III, гр. 2 T3N0M0».  
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До оперативного вмешательства пациентке про-

вели иммунофенотипирование лимфоцитов крови, 

взятой из локтевой вены, а также лимфоцитов опу-

холевой ткани и ткани перитуморальной области 

зоны из удаленного в ходе оперативного вмеша-

тельства препарата. Результаты иммунологическо-

го обследования: αβ крови – 51,0 %; в перитумо-

ральной зоне CD4 – 17,0 %, CD8 – 24,0 %, CD19 –

54,0 %; в опухолевой зоне CD19 – 6,0 %. 

Данные показатели внесены в формулу: 

Рм=–0,3+0,001αβкр+0,017CD4Пери– 

–0,004CD8Пери+0,002CD19Пери+0,008CD19Оп. 

Для пациентки Б. 

Рм=–0,3+0,00151+0,01717–0,00424+0,00254+ 

+0,0086=0,559. 

Рм=0,559 – это больше 0,5. Рассчитанное значе-

ние свидетельствует о наличии высокого риска ме-

тастазирования в ближайшие 2 года.  

Пациентке рекомендовано наблюдение у специ-

алиста не реже одного раза в 3 мес. Через 2 года (в 

2012 г.) при комплексном обследовании у пациент-

ки Б. обнаружены метастазы в печень. 

Наиболее выраженное влияние на величину ве-

роятности метастазирования опухоли оказывали 

CD4Пери, CD19Оп, CD8Пери. 

Данные были подтверждены ретроспективным 

анализом о наличии метастазов у наших 22 пациен-

тов, из них у 11 больных через 2 года возникли ме-

тастазы в печень (рисунок).  

Вероятность метастазирования рм0,5 у этих 

пациентов была подтверждена в 70 % случаях. В 

результате, согласно расчетам, у 8 больных был 

исходно высокий риск по распространенному опу-

холевому процессу. Следовательно, диагностиче-

ская чувствительность разработанной модели со-

ставила 72,7 %. 

 

                
 

Количество больных раком толстой кишки с вероятностью  

метастазирования (Рм) / Number of patients with colon cancer with the risks of metastasis (Cm)  

 
Еще у 7 больных при 2-годичном наблюдении 

метастазы рака толстой кишки отсутствовали. 

Только у 5 пациентов из 7 использование разрабо-

танной нами модели позволило определить низкий 

риск развития метастазов. Диагностическая специ-

фичность модели – 71,4 %. Точность метода про-

гнозирования – 72,2 %. 

 
Заключение 

 
Таким образом, для прогнозирования метастази-

рования местнораспространенного рака толстой киш-

ки необходимо учитывать изменения локального кле-

точного иммунитета в опухоли и немалигнизирован-

ных участках кишки, что позволит определить необ-

ходимость проведения своевременного лечения.  
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Изложены результаты двух серий экспериментальных исследований по изучению действия цитокиновых иммуномоду-

ляторов (ингарона, рефнота, ронколейкина) и цитостатика (доксорубицина) на рост перевиваемой меланомы В16. Экспе-

римент проведен на мышах линии C57Bl/6. В первой серии экспериментов проверяли эффективность ронколейкина при 

различных способах введения. Выявлено, что паратуморальное введение ронколейкина эффективнее внутрибрюшинного: 

обнаружены выраженный антиметастатический эффект вплоть до полного отсутствия метастазов в группе с быст-

рым ростом опухоли, лучшая сохранность морфофункциональных особенностей тимуса, а также более высокое содержа-

ние T-клеток в селезенке (при быстром росте опухоли 45,05±5,15 % против 30,15±3,17 % при внутрибрюшинном введении, 

а при медленном росте 29,13±2,64 % против 16,5±1,05 % при внутрибрюшинном введении).  

Во 2-й серии экспериментов изучали непосредственное действие ингарона, ронколейкина, рефнота и доксорубицина на 

выживаемость клеток опухоли после преикубации и связанные с этим изменения в продолжительности жизни животных 

после перевивки им преинкубированных клеток В16. Оценку эффекта проводили по увеличению продолжительности жизни 

(индекс УПЖ) и торможению роста опухоли (индекс ТРО). Наибольшие показатели отмечены у мышей после перевивки 

клеток, преинкубированных с доксорубицином (ТРО=91,7 % и УПЖ=65,1 %), однако и перевивка В16, преинкубированных с 

иммуномодуляторами (ронколейкин, ингарон, рефнот), также привела к увеличению продолжительности жизни живот-

ных-опухоленосителей (УПЖ=4,7÷27,0 %), хотя торможения роста опухоли они не вызвали. Полученный результат сопро-

вождался стимуляцией Т-клеточного звена, максимальным при действии ронколейкина (73,5±2,03 %).  

 
Ключевые слова: ронколейкин, ингарон, рефнот, доксорубицин, C57Bl/6, B16, T-клетки, B-клетки, Th, CTL, ТРО, УПЖ, ИИМ. 

 
The article presents the results of two series of experimental studies on the effect of cytokine immunomodulators (Ingaron, Refnot 

and Roncoleukin) and cytostatics (Doxorubicin) on the growth of transplantable B16 melanoma. The experiment included C57Bl/6 

mice. The first series studied the effectiveness of Roncoleukin in various types of its injection. Paratumoral injections were more 

effective than intraperitoneal ones and showed a marked antimetastatic effect up to complete absence of metastases in the rapid tu-

mor growth, better preservation of the morphofunctional thymus characteristics and a higher content of T cells in the spleen (in the 

rapid tumor growth – 45.05±5.15 % vs. 30.15±3.17 % in intraperitoneal injections; in the slow tumor growth – 29.13±2.64 % vs. 

16.5±1.05 % in intraperitoneal injections). 

The second series of experiments studied direct effects of Ingaron, Roncoleukin, Refnot and Doxorubicin on the survival of tumor 

cells after preincubation, and associated changes in the survival of animals after the transplantation of preincubed B16 cells.  The 

effect was evaluated by an increase in the survival (IS index) and by the inhibition of the tumor growth (ITG index). The highest indi-

ces were observed in mice after the transplantation of cells preincubed with Doxorubicin (ITG=91.7% and IS=65.1 %); however, the 

transplantation of B16 preincubed with immunomodulators (Roncoleukin, Ingaron and Refnot) resulted in the improved survival 

(IS=4.7÷27.0 %) as well, but did not inhibit the tumor growth. The result was accompanied by the T cell stimulation that was maxi-

mal for Roncoleukin (73.5±2.03 %). 

 

Keywords: Roncoleukin, Ingaron, Refnot, Doxorubicin, C57Bl/6, B16, T cells, B cells, Th, CTL, ITG, IS, IIM. 

 

Введение 

 

Одной из важнейших фундаментальных проблем 

современной онкологии, несомненно, является вза-

имодействие опухоли и организма опухоленосителя. 

В настоящее время регуляторная роль иммунной 

системы наряду с нейроэндокринной не вызывает 

сомнений. Ключевыми аспектами влияния иммун-

ной системы на гомеостаз являются иммунный 

надзор, ответ на аутологичные и генетически чуже-

родные антигены, контроль пролиферации и диффе-

ренцировки тканей, апоптоза клеток, осуществление 

цитотоксического действия, продукция различных 

биологически активных веществ и др. [1, 2]. 

Тем не менее опухоль обладает неконтролируе-

мыми пролиферативными возможностями, способ-

ностью к автономному поведению и использова-

нию ресурсов организма, в том числе иммунологи-

ческих, для собственного выживания и распростра-

нения. Нередко вследствие противоопухолевого 

лечения возникает иммунодепрессия, вызывая 

необходимость разработки новых вариантов биоте-

рапии опухолей и иммунокоррекции в качестве 

сопроводительной терапии. Известно, что медиато-

рами межклеточного взаимодействия, регулирую-

щими иммунный ответ, пролиферацию, апоптоз  

и т.д., являются цитокины. Разработка новых им-

муномодуляторов на основе цитокинов предпола-
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гает различные варианты их применения при онко-

логических заболеваниях [3]. Большое исследова-

тельское внимание сосредоточено на возможности 

использования для иммунотерапии опухолей ин-

терлейкина-2, фактора некроза опухоли и интерфе-

рона-гамма, поскольку эти цитокины играют осо-

бенно важную роль в противоопухолевой защите 

организма. В исследованиях in vitro и in vivo были 

зарегистрированы многочисленные биологические 

эффекты данных цитокинов, что позволяет расце-

нивать их действие как противоопухолевое [1, 4, 5]. 

Интерлейкин-2 является одним из ключевых меди-

аторов иммунного ответа, а также проявляет про-

тивоопухолевые эффекты как при самостоятельном 

воздействии на организм опухоленосителей, так и в 

сочетании с химиопрепаратами. В связи с этим в 

последнее время активно исследуются различные 

аспекты действия отечественных рекомбинантных 

цитокиновых иммуномодуляторов: интерлейкина-2 

(ронколейкин), фактора некроза опухоли, дополни-

тельно содержащего тимозин-альфа 1 (рефнот) и 

интерферона-гамма (ингарон) [6–8]. 

Целью нашего исследование явились изучение 

влияния различных способов введения ронколей-

кина на рост первичной опухоли и метастазирова-

ния на модели перевиваемой меланомы В16, а так-

же оценка динамики роста опухоли и продолжи-

тельности жизни животных после перевивки пре-

инкубированных клеток опухоли с цитокиновыми 

препаратами. 
 

Материалы и методы 
 

Исследования проведены на 45 мышах-самках 

линии C57Bl/6 массой 18–22 г. Животных содержа-

ли в клетках при естественном световом режиме, на 

стандартном гранулированном корме, при свобод-

ном доступе к воде в стандартных условиях вива-

рия ИЛЦ ФГБУ «РНИОИ» Минздрава России. 

Исследуемые препараты «Ронколейкин», «Рефнот», 

«Ингарон», «Доксорубицин» и контрольное вещество 

(изотонический (0,9 %) раствор хлористого натрия) по-

лучены из аптеки ФГБУ «РНИОИ» Минздрава России. 

Меланому B16 трансплантировали подкожно в 

область правой надлопаточной области в количе-

ствах 5106 живых опухолевых клеток, разведенных 

в 0,5 мл физиологического раствора.  

Эксперимент состоял из двух серий.  

В 1-й серии экспериментов изучали противо-

опухолевое влияние препарата «Ронколейкин» на 

рост и метастатическую активность перевивной 

опухоли (меланомы В16) на мышах линии С57BL/6 

при различных способах введения: паратумораль-

ном (п/т) и внутрибрюшинном (в/б). В процессе 

наблюдения за выходом опухоли было отмечено, 

что ее рост был неравномерным, и внутри групп 

опухоль достигла замеряемого размера в разное 

время. В связи с этим животные из каждой группы 

были разбиты на 2 подгруппы с быстрым и мед-

ленным ростом опухоли. 

Животным с быстрым ростом опухоли препарат, 

разведенный физиологическим раствором в объеме 

0,3 мл (150 МЕ) на животное, начали вводить на 8-й 

день после перевивки. Препарат вводили 4 дня. 

Животным с медленным ростом опухоли его в той 

же концентрации начали вводить на 12-й день по-

сле перевивки по аналогичной схеме. Животным 

контрольной группы производили п/т инъекции 

физиологического раствора  в объеме 0,5 мл.  

Во 2-й серии анализировали динамику роста 

опухоли и продолжительность жизни животных 

при инкубировании опухоли с различными препа-

ратами и ее последующей перевивке.  

Извлеченную, измельченную опухолевую массу в 

стерильных условиях разделяли на 5 частей, в каж-

дую пробирку с опухолевой массой добавляли 1 пре-

парат в концентрации (1:100): ронколейкин – 300 ME, 

рефнот – 100 ME, ингарон – 300 ME, доксорубицин – 

0,4 мл. Концентрация препарата рассчитывалась на 

0,5 мл взвеси опухолевых клеток. Затем опухолевую 

массу с препаратами инкубировали 30 мин при 37 оС. 

После инкубации подсчитывали процент живых кле-

ток в камере Горяева (табл. 1) и производили пере-

вивку по стандартной схеме. 

 
Таблица 1 

 
Выживаемость клеток опухоли после инкубации  

с препаратами / Survival of tumor cells after incubation 

with medications 

 
Препарат % живых клеток после инкубации 

Ингарон 30 

Рефнот 24 

Доксорубицин 26 

Ронколейкин 24 

Контроль 56 

 
При проведении исследования были использованы 

стандартные методы работы с лабораторными живот-

ными [9]. Все манипуляции с ними выполнены в соот-

ветствии с Международными рекомендациями по про-

ведению медико-биологических исследований с исполь-

зованием животных [10, 11]. 

Критерии оценки эффективности препаратов: 

торможение роста опухоли (ТРО), индекс ингиби-

рования метастазирования (ИИМ) и увеличение 

продолжительности жизни (УПЖ). Также проводи-

ли исследование морфологического строения опу-

холи и тимуса и субпопуляционного состава лим-

фоцитов периферической крови и ткани селезенки. 



ISSN 0321-3005       ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ.    СЕВЕРО-КАВКАЗСКИЙ  РЕГИОН.                            ЕСТЕСТВЕННЫЕ НАУКИ.      2017.    № 3-2 

ISSN 0321-3005       IZVESTIYA VUZOV.     SEVERO-KAVKAZSKII     REGION.                              NATURAL SCIENCE.                 2017.   No. 3-2 

 

 105 

ТРО было определено на основании измерения 
линейных размеров подкожной опухоли с вычис-
лением ее объема (V). 

ТРО= % 100


Vê

VêVî
, где Vo и Vk – Vcp в опыте и 

в контроле [12]. 
УПЖ определено на основании разницы про-

должительности жизни животных контрольных и 
опытных групп. 

УПЖ= % 100
ÑÏÆ

ÑÏÆÑÏÆ

Ê

ÊÎ 


, где СПЖО и 

СПЖК – средняя продолжительность жизни в опы-
те и в контроле [12]. 

ИИМ определен на основании подсчета количе-
ства метастатических очагов и числа животных с ме-
тастазами (mts). 

ИИМ=
   

% 100




ÂêÀê

ÂÀÂêÀê
, где Ак, А – 

частота метастазирования в легкие у мышей 
контрольной и опытной групп; Вк, В – среднее число 
mts в легких контрольной и опытной групп [13]. 

Субпопуляционный состав лимфоцитов перифе-
рической крови и ткани селезенки мышей С57Bl/6, 
включая определение относительного количества 
CD3+-, CD4+-, CD8+-, CD(16+56)+-, CD19+-клеток, 
исследовали стандартным методом проточной цито-
флюориметрии с помощью моноклональных анти-
тел (МАТ) фирмы BD. Инкубацию с антителами 
проводили согласно инструкции производителя. 

Ткани тимуса, селезенки и опухоли фиксировали с 

помощью нейтрального забуференного формалина и 

проводили по стандартному протоколу [14]. После про-

водки срезы окрашивали гематоксилин-эозином. Учи-

тывали результаты с помощью светового микроскопа 

Leika. 

Для всех количественных данных вычисляли 

групповое среднее арифметическое (M) и стан-

дартную ошибку среднего (m). Для проведения 

статистической обработки была использована про-

грамма STATISTICA 7.0. Достоверность отличий 

между группами данных оценивали с помощью 

параметрических (t-критерия Стьюдента) и непа-

раметрических критериев. Статистически значи-

мыми считали различия при р<0,05.  

 
Результаты 

 
Рост и метастазирование меланомы, про-

должительность жизни животных. В 1-й серии 

экспериментов в процессе анализа нами не было 

выявлено достоверных различий в динамике ро-

ста опухоли между группами, получавшими раз-

личные варианты введения ронколейкина. В 

группах с быстрым ростом опухоли динамика 

при в/б и п/т введении была идентична и превы-

шала таковую в контроле. В группах с медлен-

ным ростом опухоли динамика была одинакова 

до тех пор, пока осуществлялось введение, после 

окончания воздействия более активный рост 

наблюдался в группе с в/б введением, а кон-

трольная группа и группа с п/т введением сохра-

няли сходную динамику (рис. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 1. Динамика быстрорастущих и медленнорастущих опухолей при п/т и в/б введении ронколейкина (Y – объем опухоли, 

V3, ось Х – дни от начала введения препарата) / Fig. 1. Dynamics of rapidly and slowly growing tumors at paratumoral and intra-

peritoneal Roncoleukin injections (the Y axis – tumor volume, V3, the Х axis – days from the therapy start) 
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Несмотря на практическое отсутствие различий в 

динамике роста опухоли, нам удалось выявить раз-

личия при изучении метастазирования опухоли под 

действием препаратов при различном сроке жизни 

животных-опухоленосителей. При быстром росте 

опухоли (и соответственно, меньшей продолжи-

тельности жизни) животные с метастазами были 

обнаружены в двух группах – контрольной (67 %) и 

получавшей ронколейкин в/б (25 %). По мере увели-

чения продолжительности жизни мышей, связанно-

го с более поздним выходом опухоли, нарастало ко-

личество животных с легочными и селезеночными 

mts, которое составило 40 % при п/т введении и по 

67 % при в/б введении и в контроле (табл. 2). 

 
Таблица 2 

  
Эффекты воздействия на опухоль в зависимости от сочетаний препаратов / 

Effects of various drug combinations on tumors 

 

Воздействие 
ТРО, % Кол-во животных 

с mts, % 

Количество 

метастатических очагов 
ИИМ, % 

4-й день Эвтаназия 

Ранний 

выход 

Ронколейкин п/т +42,7 +47,3 0 0 100 

Ронколейкин в/б +35,6 +51 25 7 82,4 

Контроль  – – 67 11 – 

Поздний 

выход 

Ронколейкин п/т +0,8 –12,0 40 12 78,6 

Ронколейкин в/б +0,4 +26,4 67 21 0 

Контроль – – 67 21 – 

 

Количество метастатических очагов в группах 

было меньше среди животных с быстрым ростом 

опухоли по сравнению с аналогичным воздействи-

ем на животных с медленным ростом (табл. 2).  

Минимальное количество метастатических оча-

гов, так же как и количество животных с mts, выяв-

лено у животных, получавших ронколейкин п/т. 

Во 2-й серии самый медленный рост опухоли 

наблюдался у животных после перевивки клеток 

меланомы, преинкубированных с доксорубицином. 

Все иммуномодуляторы при такой постановке экс-

перимента показали себя стимуляторами роста 

опухоли, опередив по скорости контроль (рис. 2, 

табл. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 2. Динамика роста опухоли после перевивки клеток меланомы, преинкубированных с исследуемыми препаратами  

(Y – объем опухоли, V3, ось Х – количество дней после перевивки) / Fig. 2. Dynamics of tumor growth after transplantation of 

melanoma cells preincubed with medications (the  Y axis –  tumor volume, V3, the Х axis –  days after transplantation) 

 

При изучении продолжительности жизни под-

опытных мышей было выявлено, что дольше всех 

прожили животные, получавшие доксорубицин 

(максимум 53 дня, в среднем 28,4 дня). Долгожи-

телями оказались и животные, получавшие ронко-

лейкин (28 и 22 дня соответственно). Меньше все-

го прожили животные контрольной группы (18 и 

17,2 дня). По средним значениям практически не 
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■ ронколейкин п/т 

□ ронколейкин в/б 

    контроль 

отличаются результаты у животных, получавших 

ингарон (21 и 18 дней) и рефнот (29 и 19 дней со-

ответственно), хотя максимальная продолжитель-

ность жизни в группе с рефнотом равна таковой в 

группе с ронколейкином.  

Данные по оценке ТРО и УПЖ приведены в 

табл. 3. 

Иммунологические показатели крови и селезен-

ки. Паратуморальное введение ронколейкина жи-

вотным с быстрорастущей меланомой приводит к 

снижению по сравнению с контролем уровня  

Т-клеток, Тh и повышению уровня В-лимфоцитов и 

CTL в крови, а также к повышению уровня  

Т-клеток за счет Тh в селезенке. В крови содержа-

ние Т-клеток, Тh и CTL было выше при п/т, чем 

при в/б введении, а количество В-клеток – ниже. 

При более медленном росте опухоли значимые из- 

 

 

менения наблюдаются только в селезенке: возрас-

тает содержание Т-клеток, Тh и CTL и снижается 

уровень В-лимфоцитов. 
 

Таблица 3 
 

Торможение роста опухоли и увеличение  

продолжительности жизни / Inhibition of tumor growth 

and increase in survival 
 

Воздействие ТРО, % УПЖ, % 

Ингарон +70,5 4,7 

Рефнот +104,2 10,5 

Ронколейкин +91,7 27,9 

Доксорубицин –91,7 65,1 

 

После п/т введения препарата уровень Тh и CTL 

в селезенке был статистически достоверно выше, 

чем после в/б (рис. 3). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 3. Лимфоцитарный состав крови  и селезенки мышей при различных вариантах введения ронколейкина (ось Y – %) / 

Fig. 3. Lymphocytes in the blood and spleen of mice at various types of Roncoleukin injections (the Y axis – %) 
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Перевивка опухолевых клеток, преинкубиро-

ванных с ингароном, привела к повышению уровня  

Th и снижению уровня CTL по сравнению с кон-

тролем; с рефнотом – к снижению Th и CTL в кро-

ви и в селезенке; с ронколейкином – к наиболее 

выраженному повышению уровня Т-лимфоцитов, 

Th и CTL при снижении уровня В-лимфоцитов в 

селезенке (рис. 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 4. Лимфоцитарный состав крови и  селезенки мышей при перевивке опухолевых клеток, преинкубированных с 

различными препаратами (ось Y – %) / Fig. 4. Lymphocytes in the blood and spleen of mice at transplantation of tumor cells 

preincubed with medications (the Y axis – %) 

 
Морфологическое строение тимуса. Морфоло-

гическое исследование тимуса показало, что как 

п/т, так и в/б введение ронколейкина приводит к 

развитию позитивных отличий от контроля: если у 

контрольных мышей-опухоленосителей в дольках 

тимуса преобладает мозговое вещество, то после 

введения ронколейкина такого преобладания не 

отмечается. После п/т введения ронколейкина по 

 

ингарон 
 

 

рефнот 

 

доксорубицин 
 

 

ронколейкин 

 
контроль 
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сравнению с в/б отмечена более высокая плотность 

расположения тимоцитов в дольках, а дольки тиму-

са после п/т введения ронколейкина близки по раз-

мерам между собой, тогда как в контрольной груп-

пе и у мышей, получавших ронколейкин в/б, они 

разноразмерны. 

При перевивке преинкубированной с препара-

тами опухоли в тимусе опухоленосителей всех 

групп преобладает мозговое вещество, кроме тиму-

сов животных, которым перевивали клетки, преин-

кубированные с ронколейкином. Плотность распо-

ложения тимоцитов была высокой в корковом ве-

ществе и умеренной или разреженной (при пере-

вивке клеток, инкубированных с рефнотом) в моз-

говом. Тельца Гассаля, хорошо выраженные после 

перевивки клеток, преинкубированных с доксору-

бицином, не определяются у животных, которым 

перевивали клетки, преинкубированные с рефно-

том; немногочисленны и нечетко просматриваются 

в тимусах мышей после перевивки клеток, преин-

кубированных с ронколейкином. 

 
Обсуждение 

 
Сравнение в/б и п/т введения ронколейкина вы-

явило преимущества п/т введения перед в/б. Анти-

метастатический эффект при п/т введении отмечал-

ся как у животных с быстрым ростом (ИИМ=100 % 

против ИИМ=82,4 % при в/б), так и с медленным 

ростом меланомы (ИИМ=78,6 % против ИИМ=0 

при в/б). После п/т введения ронколейкина у жи-

вотных с быстрым ростом меланомы наблюдалось  

полное отсутствие mts, регистрируемых как макро-

скопически, так и при гистологическом исследова-

нии. При этом п/т вариант введения ронколейкина 

способствует большей сохранности морфофункци-

ональных свойств тимуса опухоленосителей, а 

также более высокому содержанию Т-клеток 

(45,05±5,15 при быстром росте опухоли и 

29,13±2,64 % при медленном росте) за счет Тh и 

CTL в селезенке, чем препарат, введенный в/б 

(30,15±3,17 при быстром росте и 16,5±1,05 % при 

медленном); по обоим показателям различия стати-

стически достоверны, р<0,05. 

Перевивка опухоли после преинкубации с им-

муномодуляторами или цитостатиком позволило 

оценить возможность прямого действия препаратов 

на опухолевые клетки. Процент выживших клеток 

незначительно отличается под воздействием раз-

личных препаратов и варьируется от 24 до 30, то-

гда как в контроле процент выживших клеток со-

ставил 56. Увеличение продолжительности жизни 

мышей-опухоленосителей было выявлено во всех 

группах, но имело выраженные отличия: от незна-

чительного увеличения в группе, получавшей инга-

рон (УПЖ=4,7 %), до существенного в группе, по-

лучавшей доксорубицин (УПЖ=65,1 %). Помимо 

этого, в группе, получавшей доксорубицин, един-

ственной из всех, выявлено ТРО относительно кон-

троля (ТРО=91,7 %). При этом наиболее значимые 

изменения иммунологических показателей обна-

руживаются в группе, получавшей ронколейкин 

(увеличение содержания T-клеток в селезенке 

73,5±2,03 против 42,83±2,00 в контроле). 

 
Заключение 

 
Полученные нами данные свидетельствуют о 

том, что среди всех исследуемых препаратов ци-

тостатик «Доксорубицин» обладает самым силь-

ным непосредственным действием на опухоль, 

замедляя ее рост и увеличивая продолжительность 

жизни мышей-опухоленосителей, что  вполне со-

относится с имеющимися сведениями о механизме 

его действия. Помимо этого, было показано, что 

ронколейкин вызывает стимуляцию T-клеточного 

звена иммунитета животных-опухоленосителей 

при различных способах введения, а также при 

перевивке преинкубированных с ним опухолевых 

клеток. Антиметастатический эффект ронколей-

кина лучше всего проявляется при п/т введении. 

Тот факт, что мыши с быстрым ростом опухоли 

(следовательно, раньше получившие препарат) 

развили более выраженный ответ на препарат, об-

наружив полное отсутствие mts, подтверждает 

необходимость раннего начала иммунотерапии 

опухолевых заболеваний. 
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Цель – количественный анализ CpG-метилирования генов-онкосупрессоров APC, CDH13, MLH1, MGMT, P16 и RASSF1A 

в операционных биоптатах условно нормальной и опухолевой ткани толстой кишки с параллельной идентификацией акти-

вирующих SNP-мутаций в генах KRAS, NRAS, BRAF.  

Методы. С помощью метода бисульфитного пиросеквенирования был определен уровень метилирования (Met,%) 65 

CpG-сайтов в опухолях и условно нормальных тканях толстой кишки 50 пациентов (медиана возраста – 60,5 года), про-

оперированных по поводу спорадического колоректального рака (ККР) в ФГБУ «РНИОИ». Мутации в генах KRAS и NRAS 

определяли методом прямого секвенирования по Сэнгеру, мутацию V600E в гене BRAF – методом Real-Time-PCR. 

Результаты. В исследованной выборке выявлены образцы опухолей с  достоверно повышенным уровнем метилирования 

промоторных участков всех исследованных генов (в 3–5 раз при p<0,01). Выявлена ассоциация статуса метилирования 

APC, CDH13, MGMT, P16 и RASSF1A с формированием метастазов (χ2=7,3, р=0,007). Мутация BRAF V600E не была иден-

тифицирована. У 19 пациентов (38 %) было определено 7  типов мутаций в гене KRAS и одна – в гене NRAS. Основная доля 

активирующих мутаций в гене KRAS идентифицирована в опухолях с метастазами в регионарные лимфоузлы (58 %). CpG-

гиперметилирование хотя бы по одному гену и наличие активирующей мутации в гене KRAS в 2,6 раза повышают риск 

метастазирования (OR-2,63; CI 95 %: 1,15–6,09, p<0,05). 

Выводы. Использование метода пиросеквенирования позволило продемонстрировать статистически достоверное уве-

личение уровня метилирования промоторных участков генов-онкосупрессоров APC, CDH13, MGMT, MLH1, P16, RASSF1A в 

аденокарциномах (G2-3) по сравнению с образцами условно нормальной ткани толстой кишки в  32, 34, 55, 28, 4, 26 и 8 % 

случаев соответственно.  

Аберрантное метилирование предложенного паттерна генов достоверно чаще встречается в злокачественных опухо-

лях толстой кишки с регионарными и отдаленными метастазами (χ2=7,3, р=0,007). 

Присутствие гиперметилирования одного или более локусов (APC, CDH13, MGMT, MLH1, P16, RASSF1A) в КРР-

опухолях средней и низкой степени дифференцировки, несущих активирующую SNP мутацию в гене KRAS, достоверно по-

вышает риск метастазирования (p<0,05). 

 

Ключевые слова: CpG-метилирование, колоректальный рак, гены APC, CDH13, MGMT, MLH1, P16, RASSF1A, CIMP. 

 

Aim - quantitative analysis of CpG-methylation of oncosuppressor gene APC, CDH13, MLH1, MGMT, P16 and RASSF1A in biop-

sies of normal and tumor tissue and the identification of activating SNP mutations in KRAS, NRAS, BRAF genes in colorectal cancer. 

Methods. The level of methylation (Met, %) of 65 CpG-sites was determined in tumors and conditionally normal tissue of 50 pa-

tients (median age 60.5 years) with sporadic colorectal cancer (CRC) using the method of bisulphite pyrosequencing. Mutations in 

the KRAS and NRAS genes were determined by direct Sanger sequencing, the V600E mutation in the BRAF were by the Real-Time-

PCR method. 

Results. Samples of tumors with significantly increased methylation level of promoter sites of all the investigated genes were de-

tected in the sample (3–5 times for p <0.01). The hypermethylation status of APC, CDH13, MGMT, P16 and RASSF1A was revealed 

with the formation of metastases (χ2 = 7.3, p = 0.007). The mutation BRAF V600E was not identified. 7 types of mutations in the 

KRAS gene and one mutation in the NRAS gene were identified in 19 patients (38 %). The majority of activating mutations in the 

KRAS gene were identified in tumors with metastases to regional lymph nodes (58 %). CpG-hypermethylation for at least one gene 

and the presence of an activating mutation in the KRAS gene increases the risk of metastasis by 2.6 times (OR-2.63; CI 95 %:  

1.15–6.09, p <0.05). 

Conclusions. Using the pyrosequencing method, it was possible to demonstrate a statistically significant increase in the level of 

methylation of the promoter sites of the gene APC, CDH13, MGMT, MLH1, P16, RASSF1A in adenocarcinomas (G2-3) compared to 

samples of conventionally normal colon tissue in 32, 34, 55, 28, 4, 26 and 8 % of the cases, respectively. 

Aberrant methylation of the proposed gene pattern is significantly more frequent in colon malignant tumors with regional and 

distant metastases (χ2 = 7.3, p = 0.007). 

The presence of hypermethylation of one or more loci (APC, CDH13, MGMT, MLH1, P16, RASSF1A) in medium and low grade 

CRC-tumors bearing an SNP-activating mutation in the KRAS gene significantly increases the risk of metastasis (p <0.05) . 

 

Keywords: CpG-methylation, colorectal cancer, APC, CDH13, MGMT, MLH1, P16, RASSF1A, CIMP. 

 

Введение 

 
В настоящее время устоялось представление о 

механизме онкотрансформации клетки как резуль-

тате накопления не только генетических, но и эпи-

генетических изменений, в последнем случае таких 

как аномальное метилирование ДНК, прерывающее 

экспрессию ряда генов – опухолевых супрессоров 

и, напротив, потерю импритинга онкоассоцииро-

ванных генов [1, 2]. После внедрения в широкую 

исследовательскую практику методов оценки ме-

тилирования областей генома было отмечено не-

случайное накопление гиперметилирования CpG-

островков в промоторах генов в значительной доле 

неопластических образований толстой кишки [3, 4].  

В дальнейшем была разработана молекулярная 

классификация колоректального рака (КРР), вклю-

чающая альтернативные активирующие мутации в 

генах KRAS или BRAF, инактивирующие мутации в 

гене-онкосупрессоре АРС, микросателлитную не-

стабильность (MSI) и статус метилирования гено-

ма, так называемый фенотип метилированных 

CpG-островков, или CIMP [5, 6]. Важность эпиге-

нетических механизмов отмечена не только для 



ISSN 0321-3005       ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ.    СЕВЕРО-КАВКАЗСКИЙ  РЕГИОН.                            ЕСТЕСТВЕННЫЕ НАУКИ.      2017.    № 3-2 

ISSN 0321-3005       IZVESTIYA VUZOV.     SEVERO-KAVKAZSKII     REGION.                              NATURAL SCIENCE.                 2017.   No. 3-2 

 

 113 

инициации рака, но и при опухолевой прогрессии, 

метастазировании [2, 7]. 

Кроме определения клинико-морфологических 

особенностей, понимание роли генетических и эпи-

генетических изменений в патогенезе КРР даёт ин-

формацию для разработки новых биомаркеров эф-

фективного профилактического скрининга, выбора 

таргетной терапии, прогнозирования течения забо-

левания и ответа на лечение [4, 8, 9]. 

Цель исследования – количественный анализ 

CpG-метилирования промоторных участков генов-

онкосупрессоров APC,  CDH13, MLH1, MGMT, P16 

и RASSF1A в операционных биоптатах условно 

нормальной и опухолевой ткани толстой и прямой 

кишки в сочетании с идентификацией активирую-

щих SNP-мутаций в генах KRAS, NRAS, BRAF. 
 

Материал и методы 
 

В исследование статуса метилирования 6 генов 

были включены 50 пациентов с умеренно (G2) и низ-

кодифференцированной (G3) аденокарциномой тол-

стой кишки (медиана возраста – 60,5 года), прохо-

дивших стационарное лечение в ФГБУ «РНИОИ» в 

2013–2014 гг. Информация о пациентах приведена в 

табл. 1. 
 

Таблица 1 

 

Клинико-морфологическая характеристика пациентов / 

Clinical and morphological data of patients 

 

Характеристика Переменные Количество % 

Клиническая  

классификация 

T3N0M0 15 30 

T3–4N1M0 20 40 

T3–4N1–2M1 15 30 

Гистологический 

тип опухоли 

Аденокарцинома 49 98 

Слизистый рак 1 2 

Стадия диффе-

ренцировки опу-

холи (G) 

2 43 86 

3 7 14 

Пол 
Женщины 24 48 

Мужчины 26 52 

Возраст, лет 
<55 32 64 

>55 18 36 

 

Перед началом работы были получены добро-

вольное информированное согласие пациентов и 

разрешение этического комитета РНИОИ на ис-

пользование операционного материала для науч-

ных исследований. 

Тотальную ДНК из опухолевых и условно здоро-

вых тканей выделяли методом фенол-хлороформной 

экстракции [10]. Бисульфитное конвертирование 

ДНК проводили согласно протоколу, описанному 

ранее [11]. Количественное метилирование 65 CpG-

сайтов промоторов в опухолях и условно нормаль-

ных тканях толстой кишки оценивали методом пи-

росеквенирования с использованием системы гене-

тического анализа PyroMark Q24 (Qiagen, Germany) 

в соответствии с рекомендациями производителя. 

Постановку пиросеквенирования каждого образца 

проводили как минимум в двух повторах. Получен-

ные данные анализировали с помощью программно-

го обеспечения PyroMark Q24 Software (Qiagen, 

Germany). Значение метилирования отдельного 

CpG-сайта, рассчитанного как отношение содержа-

ния нуклеотидов С/Т, использовали для вычисления 

усредненного метилирования промоторного участка 

каждого гена (Met, %). 

Методом прямого секвенирования по Сэнгеру 

(АВ3500, LifeTechnologies, USA) идентифицировали 

мутации во 2-, 3- и 4-м экзонах генов KRAS и NRAS. 

Методом ПЦР в реальном времени определяли 

наличие мутации V600E в гене BRAF с использова-

нием набора Real-Time-PCR-BRAFV600E («Био-

линк», Россия). 

Статистический анализ: расчёты показателей 

(медиана, вариация, U-критерий Манна – Уитни  

и χ2-тест) проведены с помощью программы  

STATISTICA 7.0 (Stat Soft Inc, 2004). 
 

Результаты и обсуждение 
 

Усредненные данные уровня метилирования 

(Меt, %) промоторных участков каждого гена пред-

ставлены в табл. 2. 

Во всех образцах условно нормальной ткани был 

зарегистрирован фоновый уровень Меt промотор-

ных участков исследованных генов. Опухолевые 

образцы продемонстрировали высокую гетероген-

ность – по каждому гену зафиксированы случаи как 

гипер-, так и гипометилирования (подгруппы CRC-

H и CRC-L соответственно). В подгруппе CRC-H 

отмечено статистически достоверное повышение 

уровня метилирования промоторных участков APC, 
CDH13, MGMT, P16 и RASSF1A в 4,5; 3,2; 7; 7,8 и 

13,6 раза соответственно. Более того, метилирование 

промоторных участков генов в подгруппе CRC-Н 

было статистически достоверно выше, чем в под-

группах условно нормальной ткани и CRC-L, по 

всем генам при высоком уровне значимости 

(p<0,001). В данном исследовании идентифицирова-

ны только 2 случая CpG-гиперметилирования про-

мотора MLH1. Наиболее часто в СRC-опухолях 

встречали гиперметилирование промотора гена Т-

кадгерина CDH13 (53 %). Согласно значениям ин-

терквартильного интервала в CRC-Н наблюдали и 

более высокое варьирование показателей уровня Меt. 
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Таблица 2 

 
Метилирование промоторных участков шести генов у пациентов с КРР /  

Methylation of promoter sites in patients with CRC 

 

Ген Группа 
Кол-во, 

% 

Медиана 

Меt, % 

Интерквар-

тильный интер-

вал Меt, % 

Достоверность различий Меt 

по сравнению с условно нор-

мальной тканью в U-тесте, p 

Достоверность различий Меt 

между группами CRC-H и 

CRC-L в U-тесте, p 

APC 

N 42 4 2,0 8,0   

CRC-H 18, 36 18 11,8 35,8 6,04; p<0,000 

 CRC-L 32, 64 4 2,0 8,0 0,32; p=0,749 3,5; p<0,000 

CDH13 

N 48 8 4,7 11,2   

CRC-H 26, 53 28,5 19,0 54,8 6,76; p<0,000 5,99; p<0,000 

CRC-L 23, 47 8,5 6,5 12,4 0,92; p=0,363  

MGMT 

N 40 2 1,5 4,0   

CRC-H 19 14 9,0 37,6 6,23; p<0,000 5,93; p<0,000 

CRC-L 31 3 2,0 4,5 1,53; p=0,149  

MLH1 

N 13 3 1,2 5,0   

CRC-H 2, 4 3 2,0 5,0 2,25; p=0,019 2,55; p=0,002 

CRC-L 48, 96 42 34,9 46,2 2,14; p=0,032  

P16 

N 25 3 1,0 4,0   

CRC-H 12, 25 23,5 16,0 39,9 4,89; p<0,000  

CRC-L 36, 75 2 0,5 4,0 1,13; p=0,272 

 

RASSF1A 

N 41 2,5 0,0 3,5   

CRC-H 4, 8,2 34 29,4 42,8 3,31; p=0,000013 3,31; p=0,000009 

CRC-L 45, 91,8 2 0,0 4,0 0,21; p=0,836  

 

Примечание. N – условно нормальная ткань; CRC-H – образцы опухоли с Met, превышающим показатели нормы;  

CRC-L – образцы опухоли с Met, не отличающимся от нормы.  

 
В целом 35 образцов колоректальных неоплазий 

(70 %) продемонстрировали CpG-гиперметилирование 

хотя бы по одному гену, 16 из них (45 %) были гипер-

метилированы по 3–4 генам. 

Ранее при анализе литературных источников 

нами было отмечено несовпадение частоты гипер-

метилирования генов, определенной двумя мето-

дами: качественным MSP и пиросеквенированием 

[11]. Эта тенденция сохранилась и в настоящем 

расширенном исследовании. В разных работах ча-

стота гиперметилирования гена RASSF1A в КРР-

опухолях варьирует от 81 до 21 %, более того, при-

водили данные о 49%-м гиперметилировании дан-

ного гена в нормальном эпителии толстой кишки 

[4]. В нашем исследовании повышение уровня 

CpG-метилирования RASSF1A продемонстрировано 

только в 8 % случаев опухолей и ни одного случая 

в условно нормальной ткани (табл. 2). 

Ассоциация возраста и пола пациентов с уров-

нем метилирования CpG-сайтов не выявила значи-

мой корреляции, за исключением метилирования 

гена MGMT, уровень которого изменялся обратно 

пропорционально возрасту пациента. Рассчитан-

ный коэффициент корреляции Спирмена свиде-

тельствовал о достоверной отрицательной ассоциа-

ции метилирования гена MGMT в условно нор-

мальной ткани толстой кишки и возраста пациента 

(r=–0,480, p<0,01). Тенденция сохранялась при 

сравнении показателей возраста и метилирования 

по данному локусу опухолевой ткани, но не явля-

лась статистически значимой (r=–0,177, p>0,05).  

В более ранней работе было показано отсут-

ствие ассоциаций между возрастными, гендерны-

ми, гистологическими показателями и статусом 

CpG-метилирования гена APC в неопластических 

образованиях толстой кишки [12]. По данным дру-

гих исследователей, с возрастом происходит уве-

личение уровня ДНК-метилирования генома, в том 

числе генов – супрессоров опухолей [13], напри-

мер, гена mismatch-репарации MLH1 [14], в то же 

время возраст – главный фактор риска инициации 

КРР [15]. Тем не менее обнаружение различий в 
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уровнях возрастзависимого метилирования генов у 

лиц одного возраста предполагает наличие эколо-

гических и других неизвестных факторов, прово-

цирующих опухольассоциированные эпигенетиче-

ские изменения [5]. Поэтому наличие возрастной 

ассоциации со статусом метилирования до сих пор 

не мешает использовать маркеры в панелях CIMP 

для молекулярной классификации КРР [16]. 

Выявляемое на ранних этапах канцерогенеза 

аберрантное метилирование ДНК помимо диагно-

стического маркера является признаком метастати-

ческого, прогрессирующего рака. В исследованной 

выборке КРР-опухолей наблюдали увеличение до-

ли гиперметилированных образцов хотя бы по од-

ному из пяти локусов, коррелирующее с метастази-

рованием заболевания: от стадии без признаков 

поражения регионарных лимфатических узлов  

(T3–4N0M0) до стадии с отдаленными метастазами 

(T3–4N1–2M1) (рисунок). В нашем исследовании 

подтвердилась тенденция, отмеченная ранее на 

меньшей выборке [11, 17]. Увеличение CpG-

метилирования по одному и более промоторному 

участку гена присутствовало в 33 % случаев КРР 

без метастазов; в 75 % – КРР с метастатическим 

поражением регионарных лимфатических узлов 

(T3–4N1M0) и в 87 % – с отдаленными метастазами 

(T3–4N1–2M1). В итоге определена статистически 

достоверная ассоциация статуса метилирования  

5 генов APC, CDH13, MGMT, P16 и RASSF1A с 

формированием метастазов (χ2=7,3, р=0,007). 

Центральное место в описании молекулярно-

генетического профиля злокачественных новообра-

зований в слизистой толстой и прямой кишках от-

водится активирующим мутациям в генах BRAF и 

KRAS, а также абберантному метилированию гено-

ма [18], которые рассматривают как события, ини-

циирующие различные сигнальные пути канцеро-

генеза. 

Частота активирующей мутации BRAF V600E 

составляет от 8 до 15 % случаев спорадического 

КРР (данные COSMIC) [18], однако в исследуемой 

выборке не обнаружено опухолей, несущих этот 

SNP. Тем не менее часто сопутствующее наличию 

мутации BRAF V600E гиперметилирование промо-

тора MLH1 было отмечено в 2 из 50 исследованных 

случаев (4 %). 

У 19 пациентов (38 %) было определено 7 типов 

мутаций в гене KRAS и одна мутация (p.Q61H) в 

гене NRAS. Частота активирующих мутаций в гене 

KRAS в целом и по различных типам SNP соответ-

ствовала данным COSMIC об их встречаемости в 

популяции больных спорадическим КРР [19]. 

Известная из более ранних исследований ассоциа-

ция гиперметилирования гена mismatch-репарации 

MGMT с активирующей мутацией в гене KRAS [18] 

не была статистически значимой по нашим данным 

(χ2=1,6 при р>0,05): только 38 % случаев КРР несли 

оба аберрантных изменения. 

События гиперметилирования промоторных 

участков и активирующих мутаций в гене KRAS име-

ли разный характер распределения по группам, выде-

ленным на основании клинической классификации. 

Основная доля активирующих мутаций в гене KRAS 

была идентифицирована в образцах КРР с метастаза-

ми в регионарные лимфатические узлы (58 %); 

оставшаяся часть образцов с мутацией была распре-

делена по группам следующим образом: 26 % –  

в группе T3–4N1–2M1 и 16 % – T3–4N0M0. Приве-

денное выше распределение событий гиперметили-

рования (рисунок) демонстрирует увеличение часто-

ты эпигенетических изменений от группы без мета-

стазов к группе с отдаленными метастазами. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Зависимость степени метилированности образцов опухолей от наличия регионарных и удаленных метастазов /  

Dependence of the degree of methylation of tumor samples on the presence of regional and distant metastases 

http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/
http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/
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Рассматривая ассоциацию CpG-гиперметилиро-

вания хотя бы по одному гену с наличием активи-

рующей мутации в гене KRAS, отметим синхрон-

ность этих изменений в 30 из 34 случаев метаста-

зирования (88 %). По литературным данным, для 

злокачественных образований в толстой кишке, 

характеризующихся наличием мутаций в гене 

KRAS и отсутствием или низким уровнем метили-

рования, показано более благоприятное течение 

болезни с большей общей выживаемостью по срав-

нению с опухолями, несущими мутацию BRAF 
V600 и CIMP-фенотип [8]. Согласно полученным 

данным, совместное действие эпигенетических и 

генетических изменений показало достоверное, в 

2,6 раза, повышение шансов метастазирования при 

наличии гиперметилирования промоторного участ-

ка хотя бы одного из 5 исследованных генов (OR-

2,63; CI 95 % 1,15–6,09, p<0,05). Выявленная ассо-

циация указывает на возможность использования 

показателей уровня метилирования исследованных 

генов как маркеров повышенного риска метастази-

рования в случае КРР-опухолей, несущих мутацию 

в гене KRAS. 

 

Выводы 

 

1. Использование метода пиросеквенирования 

позволило продемонстрировать статистически до-

стоверное увеличение уровня метилирования про-

моторных участков генов-онкосупрессоров APC, 

CDH13, MGMT, MLH1, P16, RASSF1A в аденокар-

циномах (G2-3) по сравнению с образцами условно 

нормальной ткани толстой кишки в  32, 34, 55, 28, 

4, 26 и 8 % случаев. 

2. Аберрантное метилирование предложенного 

паттерна генов достоверно чаще встречается в зло-

качественных опухолях толстой кишки с регионар-

ными и отдаленными метастазами (χ2=7,3, р=0,007). 

3. Присутствие гиперметилирования одного или 

более локусов (APC, CDH13, MGMT, MLH1, P16, 

RASSF1A) в КРР-опухолях средней и низкой степе-

ни дифференцировки, несущих активирующую 

SNP мутацию в гене KRAS, достоверно повышает 

риск метастазирования (p<0,05). 
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Клетки кожи являются локальным аналогом гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой (ГГН) и гипоталамо-

гипофизарно-тиреоидной (ГГТ) осей организма и осуществляют поддержание гомеостаза организма при изменяющихся 

внешних и внутренних условиях. Цель – изучить основные изменения в ГГН- и ГГТ-осях организма в динамике роста пере-

вивной меланомы В16/F10 с учетом пола животных. Исследования проводили на мышах линии С57ВL/6 в динамике роста 

перевивной меланомы ВА16/F10, в гомогенатах тканей которых ИФА- и РИА-методами определяли основные гормоны 

ГГН- и ГГТ-осей. Развитие злокачественной меланомы у мышей сопровождается стрессорной реакцией надпочечников, 

однако для самцов характерно нарушение центральных регуляторных связей сразу после перевивки опухоли. Содержание 

тиреоидных гормонов в щитовидной железе у самцов в динамике роста меланомы прогрессивно снижается, приводя к 

неконтролируемой гипофизом гипофункции. У самок проявляется синдром low T3/low T4, с характерным снижением сво-

бодных форм тиреоидных гормонов. У самцов, в отличие от самок, установлены нарушения центральной регуляции ГГН и 

ГГТ, а также локальный синтез и/или захват кортикостероидных и тиреоидных гормонов опухолью. 
 

Ключевые слова: меланома В16/F10, кортизол, АКТГ, кортикотропный релизинг, гипоталамус, гипофиз, щитовидная 

железа, тироксин, трийодтиронин, тиреотропный гормон. 

 

Skin cells are a local analog of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) and hypothalamic-pituitary-thyroid (HPT) axes that 

maintains the body homeostasis in changing external and internal environment. Our aim was to study the main changes in the HPA 

and HPT axes in the dynamics of the transplantable В16/F10 melanoma growth taking into account the gender of animals. The study 

included С57ВL/6 mice with transplantable В16/F10 melanoma; main hormones of the HPA and HPT axes were measured in tissue 

homogenates by ELISA and RIA in the dynamics of the tumor growth. The development of melanoma in mice was accompanied by 

the stress reaction of the adrenals, but males were characterized by disorders of the central regulatory relations directly after tumor 

transplantation. Levels of thyroid hormones in the thyroid of males decreased progressively during the melanoma growth leading to 

the hypofunction uncontrolled by the pituitary. The low T3/low T4 syndrome was observed in females, with a characteristic decrease 

in free forms of thyroid hormones. Unlike females, males showed disorders in the central regulation of the HPA and HPT, as well as 

a local synthesis and/or the capture of corticosteroid and thyroid hormones by the tumor. 

 

Keywords: В16/F10 melanoma, cortisol, ACTH, CRF, hypothalamus, pituitary, thyroid, thyroxine, triiodothyronine, thyroid-

stimulating hormone. 

 

Введение 
 

Кожа является самым большим нейро-

эндокринно-иммунным органом, расположенным 

на границе с внешней средой и тесно связанным с 

центральной регуляторной системой [1]. Способ-

ность кожи вырабатывать нейромедиаторы, нейро-

пептиды и гормоны позволяет поддерживать го-

меостаз организма. По данным ряда исследовате-

лей, кожа является своеобразным аналогом гипота-

ламо-гипофизарно-надпочечниковой (ГГН) и гипо-

таламо-гипофизарно-тиреоидной (ГГТ) осей орга-

низма и может осуществлять быстрые (нервные) 

или медленные (гуморальные и иммунные) реак-

ции на местном и системном уровнях в ответ на 

различные раздражители [1, 2]. Такие полифункци-

ональные возможности клеток кожи неудивитель-

ны, учитывая общее с клетками надпочечников го-

ловного и спинного мозга эктодермальное проис-

хождение из нервного гребня [3]. Производство 

нейропептидов, регуляторов и стероидных гормо-

нов в коже следует тому же алгоритму, как и в 

классических нейроэндокринных осях (ГГН и ГГТ), 

и является важным звеном для сохранения гомео-

стаза. Полученные кожей сигналы могут активиро-

вать ЦНС или периферические органы без подклю-

чения мозга, а нарушение регуляции этих систем 

может быть вовлечено в этиологию некоторых за-

болеваний кожи [1, 4, 5].  

Меланома кожи является одной из самых агрес-

сивных злокачественных опухолей, характеризую-

щихся быстрым ростом и ранним метастазировани-

ем. Использование различных моделей опухолево-

го роста дает возможность изучить патогенетиче-

ские механизмы злокачественной трансформации 

[6]. Экспериментальные исследования локального 

стероидогенеза в динамике роста перевивной мела-

номы В16/F10 указывают на значимую роль гормо-

нального фактора в патогенезе данного заболева-

ния [7]. Поэтому изучение связи надпочечниковой 

и тиреоидной осей с локальными изменениями в 

коже в динамике роста перевивной меланомы мо-

жет внести вклад в понимание роли стресс-

реализующих систем при злокачественной транс-

формации.  

Цель исследования – изучение функционирова-

ния основных адаптационных осей организма: ГГН 

и тиреоидной при росте экспериментальной пере-

вивной меланомы В16/F10 у мышей в зависимости 

от пола. 

 

Материалы и методы 

 

Работа выполнена на самцах и самках мышей 

линии С57ВL/6 (n=120) 8-недельного возраста с 

начальной массой 24–26 г. Животные были полу-

чены из ФГБУН «Научный центр биомедицинских 

технологий», филиал ФМБА «Андреевка» (Мос-
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ковская область). В работе использовали клеточ-

ную линию мышиной метастазирующей в легкие 

меланомы В16/F10, полученную из РОНЦ им. Н.Н. 

Блохина РАМН (г. Москва). Животные содержа-

лись при естественном режиме освещения со сво-

бодным доступом к воде и пище. Все исследования 

проводились в соответствии с требованиями и 

условиями, изложенными в Международных реко-

мендациях по проведению медико-биологических 

исследований с использованием животных, и при-

казом Минздрава РФ № 267 от 19.06.03 «Об утвер-

ждении правил лабораторной практики». Случай-

ным образом мышей распределяли по группам 

(n=10): контрольные группы у самцов и самок, а 

также основные группы с перевитой подкожно ме-

ланомой В16/F10, забой животных в которых про-

водили через 1, 2, 3 и 4 недели после перевивки. Пе-

ревивка меланомы В16 производилась по стандарт-

ным методикам, забой животных – в соответствии с 

международными правилами работы с животными 

(European Communities Council Direсtive, 86/609/EEC). 

Гипоталамусы, гипофизы, надпочечники, щито-

видную железу, опухоль, перифокальную зону (п/з) 

и кожу выделяли сразу после декапитации. Из тка-

ней получали цитозольные фракции, приготовлен-

ные на 0,1М калий-фосфатном буфере рН 7,4, со-

держащем 0,1 % Твин-20 и 1 % БСА, в которых с 

помощью адаптированных для животных наборами 

ИФА (Cusabio, Китай) и РИА-методами определяли 

кортикотропин-рилизинг-гормон (КТ-рилизинг), ад-

ренокортикотропный гормон (АКТГ), кортизол, 

тиреотропный гормон (ТТГ), общую и свободную 

формы тироксина (Т4, FТ4) и трийодтиронина (Т3, 

FТ3). Статистический анализ результатов проводили 

с помощью пакета  STATISTICA 6.0 (StatSoft, 2001). 

Результаты представлены в виде M±m, где M – 

арифметическое среднее значение; m – стандартная 

ошибка среднего. Оценка достоверности произве-

дена с использованием параметрического критерия 

Стьюдента и непараметрического критерия Вил-

коксона – Манна – Уитни. Достоверными считали 

различия между двумя выборками при р<0,05. 

 
Результаты исследования 

 
После трансплантации культуры клеток мела-

номы В16/F10 опухоль развилась у всех живот-

ных, появилась у самцов на 67-е сут после пере-

вивки, у самок – на 12–14-й день. Средняя про-

должительность жизни самцов составила 22,1±1,2 

дня, до 28 дней доживали около 20 % животных, 

самок – 30,1±1,3 дня. До 4 недель эксперимента 

доживали в среднем 62,54 % животных. Одной из 

основных линий неспецифической защитной ре-

акции организма на любое воздействие является 

ГГН-ось. Следует отметить, что у интактных сам-

цов уровень КТ-рилизинга в гипоталамусе был в 

2,9 раза выше, чем у самок (табл. 1). Перевивка 

меланомы повлекла за собой рост содержания КТ-

рилизинга в гипоталамусе у животных обоего по-

ла. У самок через 1 неделю после перевивки опу-

холевых клеток в гипоталамусе более чем в 10 раз 

возросла концентрация КТ-рилизинга, далее, на 

протяжении всего эксперимента, до 4-й недели 

включительно содержание КТ-рилизинга в гипо-

таламусе превышало норму в среднем в 3,4 раза. У 

самцов, в отличие от самок, рост концентрации 

КТ-рилизинга оказался не настолько выраженным: 

через 1, 2 и 3 недели уровень рилизинга превышал 

норму в среднем в 1,3 раза, а к концу эксперимен-

та, через 4 недели после перевивки опухоли, со-

держание гормона в гипоталамусе достоверно 

снизилось в 1,5 раза по сравнению с нормой.  

 
Таблица 1 

 
Показатели ГГН-оси у самок и самцов мышей в динамике роста меланомы В16/F10 /  

Parameters of hypothalamic-pituitary-adrenal axis in male and female mice during the В16/F10 melanoma growth 

 

Группа 
КТ-рилизинг гипоталамуса, пг/гтк АКТГ гипофиза, пг/гтк Кортизол надпочечников, нМ/гтк 

Самки Самцы Самки Самцы Самки Самцы 

Интактные 3,0±0,27 8,8±0,74 5,2±0,48 88,2±5,4 353,7±27 344,8±30 

1-я неделя 31,0±2,81 11,5±0,981 5,0±0,5 3,4±0,281 714,4±681 1096,4±981 

2-я неделя 10,0±0,91,2 11,8±0,851 4,5±0,35 2,8±0,241 691,5±651 1324,5±1021 

3-я неделя 11,63±1,01 12,6±1,11 10,4±0,91,2 10,7±1,01,2 1234,6±1201,2 1420±1251 

4-я неделя 9,0±0,81 6,0±0,51,2 25,6±2,11,2 12,9±1,11 1373,6±1281 2251,9±1901,2 

 

Примечание. Достоверные отличия: 1 – от интактных животных; 2 – от предыдущего срока исследования (р<0,05–0,01). 

 
Также у интактных мышей установлены половые 

различия в содержании АКТГ в гипофизе, которое у 
самцов было выше, чем у самок, в 16,9 раза. У самок 

повышение уровня регуляторного пептида в гипота-
ламусе через 1 и 2 недели после перевивки меланомы 
не повлияло на содержание АКТГ в гипофизе. Только 
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через 3 и 4 недели эксперимента уровень АКТГ в ги-
пофизе возрос в 2 и 4,9 раза соответственно. Рост КТ-
рилизинга гипоталамуса у самцов сопровождался 
падением уровня гипофизарного АКТГ максимально 
в 1-ю и 2-ю недели эксперимента – в 25,4 и 31,5 раза 
соответственно, а затем в 8,2 и 6,8 раза через 3 и 4 
недели. Содержание кортизола в надпочечниках у 
самок и самцов контрольных групп достоверно не 
отличалось. После перевивки меланомы В16/F10 у 
мышей обоего пола установлен рост уровня кортизо-
ла в надпочечниках. У самок концентрация кортизола 
в надпочечниках через 1 и 2 недели эксперимента 
повысилась в 2, а через 3 и 4 недели – в 3,5 и 3,9 раза 
соответственно. В то же время рост содержания кор-
тизола у самцов в надпочечниках был более стреми-

тельным – в 3,23,8 через 1, 2 недели и в 4,1 и 6,5 
раза – через 3 и 4 недели соответственно.  

Исследование кожи как аналога ГГН-оси орга-

низма у мышей с перевивной меланомой В16/F10 

показало, что локальный уровень КТ-рилизинга у 

интактных животных не имеет достоверных поло-

вых отличий (табл. 2). В то же время содержание 

АКТГ в коже у самок было в 1,6 раза ниже, а кор-

тизола – в 2 раза выше, чем у интактных самцов. 

После перевивки меланомы у самок уровень КТ-

рилизинга в коже на протяжении всего экспери-

мента не отличался от нормы, в то время как в опу-

холи и ее п/з возрос в 1,4 раза – через 2 и 3 недели 

эксперимента, а через 4 недели – в 1,7 раза – в опу-

холи. У самок содержание АКТГ в коже уже через 

1 неделю после перевивки повысилось в 1,5 раза по 

сравнению с показателями в контрольной группе и 

продолжило прогрессивно нарастать. Через 2 неде-

ли после перевивки меланомы в образцах кожи, 

опухоли и п/з уровень АКТГ возрос в среднем в 2 

раза, через 3 недели – в 2,22,8, а через 4 недели –  

в 2,22,5 в коже и опухоли и в 4,2 раза – в п/з. Од-

новременно с повышением содержания  АКТГ в 

исследуемых образцах кожи, опухоли, п/з, КТ-

рилизинга в опухоли и п/з установлено снижение 

уровня кортизола со 2-й недели эксперимента в 

непораженной коже, в опухоли и окружающей ее 

зоне. Минимальный уровень кортизола установлен 

через 3 недели после перевивки в коже и опухоли – 

в 3,53,8 раза ниже нормы. Через 4 недели во всех 

исследуемых образцах уровень гормона был ниже 

контрольных показателей в 1,72,2 раза.  

 
Таблица 2 

 
Содержание КТ-рилизинга, АКТГ, кортизола и цАМФ в коже, опухоли и п/з у мышей с перевивной меланомой /  

Levels of CRF, ACTH, cortisol and cAMP in the skin, tumor and perifocal area in mice with transplantable melanoma 

 
Группа КТ-рилизинг, пг/гтк АКТГ, пг/гтк Кортизол, нМ/гтк 

Самки Самцы Самки Самцы Самки Самцы 

Контроль  22,1±1,9 23±2,1 15±1,1 24,5±1,9 113,7±9,2 58,3±4,8 

1-я неделя 26,2±1,8 23,8±1,9 23±2,01 39,3±3,51 111,5±9,5 90,3±7,21 

2-я неделя 

Кожа  23,6±2,1 21,3±2,0 32,1±2,71,2 32,7±3,11 67,8±5,81 93,3±8,51 

Опухоль  31,5±2,91 32,7±3,11 30,1±2,51 33,1±3,01 80,3±7,21 88,8±7,61 

П/з 30,9±2,81 23,6±2,0 33,2±2,91 35,9±3,41 81,8±7,51 74,6±6,51 

3-я неделя 

Кожа  24,5±1,9 22,6±1,9 42,4±3,51 33,6±3,11 29,7±2,61,2 62,5±6,1 

Опухоль  31,3±3,01 30±2,81 34,5±3,01 34,1±2,91 32,8±31,2 75±6,81 

П/з 30,9±2,41 26±2,1 33,5±3,11 34,1±2,41 50,5±4,61,2 62±5,2 

4-я неделя 

Кожа  26,9±2,3 18,4±1,5 34,2±3,01 41,4±3,81 50,8±4,91,2 76±6,41 

Опухоль  37,3±3,41 30,5±2,81 37,2±3,51 33,7±2,91 59,7±5,31,2 76,6±6,81 

П/з 31,2±2,91 28±2,4 63,6±4,61 34,9±3,01 68,1±5,81 81,6±7,31 

 
Примечание. Достоверные отличия: 1 – от интактных животных; 2 – от предыдущего срока исследования (р<0,05–0,01). 

 
У самцов после перевивки меланомы (табл. 2) 

уровень КТ-рилизинга повысился только в опухоли 

вне зависимости от сроков исследования в 1,31,4 

раза, при этом образцы непораженной кожи и пе- 

рифокальная опухоль содержали количество КТ-

рилизинга, не отличающееся от показателей в кон-

трольной группе.  

На протяжении всего эксперимента содержание 

АКТГ у самцов в исследуемых образцах превышало 

норму в 1,31,7 раза. При этом уровень кортизола в 
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исследуемых образцах у самцов превышал норму в 

1,31,5 раза на протяжении всего эксперимента. 

Следующая важнейшая ось регуляции функци-

онирования организма – тиреоидная. Мы провели 

исследование уровня тиреоидных гормонов (ТГ) 

непосредственно в щитовидной железе и тиреотро-

пина в гипофизе у самок и самцов в динамике роста 

меланомы В16/F10 (табл. 3).  

 
Таблица 3 

 
Уровень гормонов тиреоидной группы в ткани щитовидной железы  и ТТГ в гипофизе у самок и самцов мышей  

линии С57BL/6 в динамике роста перевивной меланомой В16 / Levels of thyroid hormones in the thyroid and TSH levels 

in the pituitary of male and female С57BL/6 mice during the В16/F10 melanoma growth 

 

Группа Т4, нМ/гтк Т3, нМ/гтк FТ4, пМ/гтк FТ3, пМ/гтк 
ТТГ, мМед/гтк 

(щитовидная железа) 

ТТГ, мМед/гтк 

(гипофиз) 

Самки 

Контроль  3,88±0,2 0,35±0,03 3,02±0,25 0,84±0,06 0,1±0,007 31,5±2,1 

1-я неделя 5,1±0,431 0,56±0,041 3,27±0,27 1,32±0,091 0,047±0,0021 43,5±2,81 

2-я неделя 4,61±0,31 0,21±0,011,2 0,82±0,061,2 0,21±0,011,2 0,045±0,0031 47±3,51 

3-я неделя 4,5±0,28 0,22±0,021 0,69±0,041 0,18±0,011 0,05±0,0031 28±1,92 

4-я неделя 4,12±0,37 0,31±0,022 0,61±0,031 0,18±0,011 0,07±0,0041,2 26±2,0 

Самцы 

Контроль  1,85±0,15 0,16±0,01 3,03±0,25 1,54±0,11 0,05±0,003 26±1,9 

1-я неделя 2,17±0,18 0,05±0,0031 5,2±0,351 3,16±0,241 0,05±0,003 52,5±4,11 

2-я неделя 0,05±0,0031,2 0,006±0,00031,2 2,28±0,181,2 0,87±0,051,2 0,076±0,0041,2 54±3,91 

3-я неделя 1,96±0,142 0,015±0,0011,2 4,67±0,371,2 1,03±0,091 0,047±0,0032 53±3,21 

4-я неделя 1,24±0,101,2 0,045±0,0031,2 1,99±0,141,2 0,47±0,021,2 0,062±0,0042 48,5±4,11 

 
Примечание. Достоверные отличия: 1 – от интактных животных; 2 – от предыдущего срока исследования (р<0,05–0,01). 

 
Как у самцов, так и у самок концентрация ТТГ в 

гипофизе через 1–2 недели после перевивки мела-

номы была выше нормы. Однако у самцов уровень 

ТТГ в течение всего эксперимента превышал норму 

в среднем в 2 раза, а у самок – только в 1,3 раза, 

затем через 3 недели роста опухоли содержание 

ТТГ в гипофизе не отличалось от нормы. У самок 

повышение в 1-ю и 2-ю недели эксперимента уров-

ня ТТГ в гипофизе сопровождалось снижением 

этого гормона в тканях щитовидной железы в сред-

нем в 2 раза, через 1 неделю после перевивки опу-

холи установлена гиперактивность щитовидной 

железы, которая выражалась в умеренном повыше-

нии общих и свободных форм тиреоидных гормо-

нов в 1,3–1,6 раза. К моменту выхода опухолей, 

через 2 недели после перевивки, у самок установ-

лено снижение FТ4 и FТ3 в 3,7 и 4 раза соответ-

ственно и Т3 – в 1,7 раза на фоне нормального Т4. 

Такая же картина отмечена и через 3 недели экспе-

римента. К концу эксперимента у всех самок за-

фиксированы нормальные концентрации тироксина 

и трийодтиронина, но не восстановление уровня 

свободных форм, которые оставались сниженными 

в 4,7–5,0 раза. У самцов рост ТТГ в гипофизе прак-

тически не повлиял на уровень ТТГ в щитовидной 

железе, который, за исключением небольшого по-

вышения через 2 недели, в остальные сроки экспе-

римента не отличался от показателей в контроль-

ной группе. Через 1 неделю после перевивки мела-

номы в щитовидной железе установлено нормаль-

ное содержание Т4, повышение FТ4 в 1,7 и сниже-

ние Т3 в 3,2 раза на фоне повышения FТ3 в  

2,1 раза. Однако через 2 недели после перевивки 

опухоли выявлено резкое снижение образования 

общих форм Т4 и Т3 в 37 и 27 раз соответственно, а 

также снижение в 1,3 и в 1,8 раза содержания их 

свободных форм. Через 3 недели эксперимента 

уровень Т4 в щитовидной железе нормализовался, 

а FТ4 повысился в 1,6 раза, но Т3 и FТ3 оставались 

снижены в 10,7 и в 1,5 раза соответственно. К кон-

цу эксперимента установлено снижение содержа-

ния общих и свободных форм: Т4 – в 1,5, Т3 – в 

среднем в 3,5 раза по сравнению с нормой.  

Исследование ТГ в коже и опухоли у самок 

(табл. 4) свидетельствует об отсутствии усиления 

локального захвата и/или синтеза тироксина и 

трийодтиронина. В то же время у самцов выявлен 

прогрессивный рост уровня Т4 в опухоли: 2-я не-

деля – в 3,4, 3-я – в 4,5 и 4-я – в 7,8 раза на фоне 

повышенного в 1,3 раза Т3.  
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Таблица 4 

 
Содержание тироксина и трийодтиронина в коже, опухоли и п/з у самцов и самок в динамике роста меланомы 

В16/F10 / Levels of thyroxine and triiodothyronine in the skin, tumor and perifocal area in male and female mice during the 

В16/F10 melanoma growth 

 

Группа 
Самки Самцы 

Т3, нМ/гтк Т4, нМ/гтк Т3, нМ/гтк Т4, нМ/гтк 

Интактная кожа 0,053±0,003 1,45±0,12 0,04±0,002 1,6±0,09 

1-я неделя (кожа) 0,053±0,004 1,36±0,11 0,035±0,002 1,6±0,10 

2-я неделя (опухоль) 0,06±0,004 1,49±0,12 0,06±0,0041,2 5,5±0,421 

3-я неделя (опухоль) 0,063±0,005 1,49±0,11 0,06±0,0051 7,2±0,511,2 

4-я неделя (опухоль) 0,067±0,005 0,96±0,071,2 0,07±0,0051 12,5±0,91,2 

 

Примечание. Достоверные отличия: 1 – от интактных животных; 2 – от предыдущего срока исследования (р<0,05–0,01). 

 
Обсуждение 

 

Исходя из полученных результатов исследова-

ния ГГН-оси в динамике роста меланомы В16/F10, 

можно говорить об активации центральных гипота-

ламических структур и следующей за этим реакции 

периферических органов – усиления синтеза корти-

зола надпочечниками. Однако у самок, в отличие 

от самцов, активация гипоталамуса повлекла за 

собой повышение АКТГ гипофиза, у самцов эта 

регуляторная связь была утеряна. Кроме того, син-

тез кортизола надпочечниками у самцов нарастал с 

1-й недели более активно, чем у самок. Изменения 

локального синтеза гормонов ГГН-оси в коже так-

же имели половые различия. У самцов, в отличие 

от самок, повышение КТ-рилизинга и АКТГ в коже 

повлекло за собой локальный рост кортизола с 1-й 

недели эксперимента. У самок, напротив, установ-

лено снижение уровня кортизола как в коже, так и 

в опухоли с окружающей ее зоной начиная со  

2-й недели после перевивки меланомы. Существу-

ют данные об участии кортикостероидных гормо-

нов и гормонов щитовидной железы  в прогрессии 

и метастазировании меланомы [8], а также в разви-

тии резистентности клеток к различным воздей-

ствиям, что способствует быстрому росту и мета-

стазированию злокачественных  опухолей [9].   

Что касается тиреоидной оси, то влияние роста 

меланомы на щитовидную железу также имело по-

ловые различия. Полученные  результаты указыва-

ют на наличие у самок мышей в динамике роста 

меланомы В16/F10 со 2-й недели эксперимента 

синдрома низкого содержания гормонов  щитовид-

ной железы, так называемого low T3/low T4, диа-

гностируемого по уровню свободных фракций гор-

монов [10]. При этом синдроме часто нарушены 

корреляционные связи уровня периферических 

гормонов и ТТГ, что и имело место в настоящем 

эксперименте. У самцов рост меланомы приводил к 

неконтролируемой гипофункции щитовидной же-

лезы. Однако именно у самцов установлена повы-

шенная продукция и/или захват опухолевой тканью 

тироксина и трийодтиронина в динамике роста ме-

ланомы В16/F10. У самок подобная активация ло-

кального гормоногенеза не выявлена. Состояние 

тиреоидного статуса коррелировало с продолжи-

тельностью жизни животных в зависимости от по-

ла: продолжительность жизни самок составляла  

56 недель, тогда как у самцов – 34 недели.  

Таким образом, рост перевивной меланомы 

В16/F10 оказывает существенное влияние на ГГН- 

и ГГТ-оси организма. У самцов происходит  акти-

вация синтеза и/или захвата опухолью кортизола и 

ТГ на фоне нарушения центральных регуляторных 

связей, в частности, исключения гипофиза из си-

стемы регуляторной цепи, что приводит к пере-

ключению центральных регуляторных функций на 

опухоль. У самок нарушение центральных регуля-

торных механизмов ГГН-оси в динамике роста ме-

ланомы не выявлено и опухолевая ткань не синте-

зировала и/или захватывала кортизол и ТГ. 
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