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ABSTRACT

Purpose of the study. Evaluation of the expression of immunohistochemical tumor markers Ki-67, b-catenin, Bcl-2, P53, 
connexin 32 and connexin 43 when using 2-(6,8-dimethyl-5-nitro-4-chloroquinoline-2-yl)-5,6,7-trichloro-1,3-tropolone in mice 
with xenographs of squamous cell lung cancer.
Materials and methods. Subcutaneous PDX models of human squamous cell lung cancer were created in immunodeficient 
BALB/c Nude mice. A fragment of the patient’s tumor (3 × 3 × 3 mm) was implanted subcutaneously in the right thigh of 
a previously anesthetized mouse. 200 μl of 2-(6,8-dimethyl-5-nitro-4-chloroquinoline-2-yl)-5,6,7-trichloro-1,3-tropolone was 
administered orally using a probe in 12 doses once every 3 days. All animals were divided into groups depending on the 
tropolone doses: experimental groups 2–5 with doses of 0.0055, 0.055, 0.55 and 2.75 mg/g, respectively. The control group 
received 1 % starch gel which was tropolone carrier. The animals were euthanized 36 days after the start of the substance 
administration, and the tumor tissue was isolated and prepared for the IHC study according to the standard protocol. IHC 
reactions were performed using antibodies for Ki-67, b-catenin, Bcl-2, P53, connexin 32 and connexin 43.
Results. Higher tropolone doses were associated with decreased expression of Ki-67, b-catenin, and the Bcl-2 protein, but 
increased expression of the P53 protein. The dosage of tropolone and expression of connexin 43 were directly proportional.
Conclusion. Immunohistochemical analysis of expression of proteins in PDX models of human squamous cell lung cancer when 
using 2-(6,8-dimethyl-5-nitro-4-chloroquinoline-2-yl)-5,6,7-trichloro-1,3-tropolone showed the changes indicating its antitumor 
efficacy and suggesting a possible mechanism of action based on the activation of apoptosis.
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ВВЕДЕНИЕ

В качестве химиотерапевтического лечения рака 
легкого до настоящего времени применяются пре-
параты платины, в связи, с чем продолжается поиск 
химических субстанций, обладающих эффектив-
ным противоопухолевым действием при данной 
нозологии [1; 2]. В последние годы в таком качестве 
рассматриваются алкалоиды трополонового ряда, 
продемонстрировавшие избирательную токсич-
ность в отношении клеток злокачественных опу-
холей [3]. Наиболее известные в настоящее время 
трополоны природного происхождения – колхицин, 
колхамин и β-туяплицин (хинокитиол) демонстри-
руют выраженные противоопухолевые свойства за 
счет разнообразных механизмов [4].

Природный тропоноид колхицин оказывает эффект 
торможения опухолевого роста за счет связывания 
с тубулином, что нарушает клеточное деление, а также 
за счет способности ограничивать митохондриальный 
метаболизм в злокачественных клетках путем инги-
бирования потенциал-зависимых анионных каналов 
митохондриальной мембраны [5; 6]. Противоопухоле-
вое действие современного природного тропоноида 
хинокитиола за счет индукции каспаззависимого 
апоптоза, аутофагии, блокирования S-фазы клеточ-
ного цикла, повреждения ДНК и ее деметилирования 
отмечено в отношении клеток рака толстой кишки, 
аденокарциномы легких, рака молочной железы, мно-
жественной миеломы, гепатоцеллюлярного рака [7; 8].

В отличие от природных и синтетических β-за-
мещенных трополонов, механизмы противоопухо-
левого действия α-замещенных аналогов изучены 
мало. В некоторых исследованиях была показана 
способность синтезированных α-замещенных тро-
полонов путем индуцируемого каспазозависимого 
апоптоза подавлять рост лимфоцитарных лейкоз-
ных клеток (но не здоровых клеток крови), а также 
клеточной культуры множественной миеломы [9]. 
В исследованиях in vitro была показана связь меха-
низмов цитотоксического действия исследованных 
соединений с индукцией апоптоза и изменением 
активности сигнального пути ERK в клетках рака 
яичников и толстой кишки [10].

Цель исследования: оценить уровень экспрес-
сии иммуногистохимических опухолевых маркеров 
Ki‑67, b-catenin, Bcl‑2, P53, коннексина 32 и коннекси-
на 43 при применении 2-(6,8‑диметил‑5‑нитро‑4‑хлор-
хинолин‑2‑ил)-5,6,7‑трихлор‑1,3‑трополона у мышей 
с ксенографтами плоскоклеточного рака легкого.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследовании использовали 50 мышей линии 
BALB/c Nude обоего пола, которые были получе-
ны из питомника ИЦиГ СО РАН (г. Новосибирск) 
и содержались в стандартных условиях SPF-вива-
рия Испытательного лабораторного центра ФГБУ 
«НМИЦ онкологии» Минздрава России. Исследова-
ние одобрено этическим комитетом ФГБУ «НМИЦ 
онкологии» Минздрава России (протокол № 1/61 
от 19.02.2019 г.). Манипуляции с животными осу-
ществляли в соответствии с этическими принци-
пами, установленными Европейской конвенцией 
по защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментальных и других научных целей.

На иммунодефицитных мышах линии BALB/c 
Nude были получены подкожные PDX-модели 
(Patient-Derived Xenograft) плоскоклеточного рака 
легкого человека в 4‑м пассаже [11]. Донором опу-
холевого материала был пациент Т., с диагнозом 
С34.3 Центральный рак нижней доли правого лег-
кого, pT3N0M0, st IIB. Гистологический тип опухоли 
пациента – плоскоклеточный рак легкого. Фраг-
мент опухоли пациента размером 3 × 3 × 3 мм им-
плантировали подкожно в область правого бедра 
мыши, предварительно наркотизировав животное 
при помощи ксилазина концентрацией 20 мг/мл 
и золетила (тилетамин, золазепам основание) кон-
центрацией 22,57 мг/мл [12].

В эксперименте осуществляли введение суб-
станции 2-(6,8‑диметил‑5‑нитро‑4‑хлорхино-
лин‑2‑ил)-5,6,7‑трихлор‑1,3‑трополон (далее тро-
полон), синтезированной методом расширения 
о-хинонового цикла в НИИ физической и органи-
ческой химии Южного федерального универси-
тета [13]. Введение веществ начинали после до-
стижения опухолевыми узлами объемов 100 мм3. 
В качестве носителя для введения трополона 
использовали 1 % крахмальный гель. Вещества 
вводили перорально при помощи зонда в объеме 
200 мкл в 12 приемов с кратностью 1 раз в 3 дня 
независимо от приема пищи и воды. Все животные 
были распределены по группам в зависимости от 
примененной дозы трополона (табл. 1).

Длительность эксперимента составляла 36 
дней, начиная с первого введения вещества. 
После эвтаназии животных путем дислокации 
шейных позвонков, выделяли опухолевый мате-
риал и после стандартной подготовки заключа-
ли в парафиновые блоки. Для ИГХ исследования 
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2-(6,8-диметил-5-нитро-4-хлорхинолин-2-ил)-5,6,7-трихлор-1,3-трополона на PDX-моделях рака легкого

с парафиновых блоков при помощи роторного 
микротома делали срезы, которые в дальнейшем 
подвергали депарафинизации по стандартному 
протоколу. Все этапы иммуногистохимической 
реакции проводили в иммуногистостейнере 
VENTANA BenchMark ULTRA фирмы Roche (Швей-
цария) согласно протоколам фирм-производите-
лей, прилагаемым к используемым моно- и по-
ликлональным антителам. В качестве системы 
детекции первичных антител была использована 
«UltraView Universal DAB Detection», произведенная 
фирмой Ventana Medical Systems. Для ИГХ реакций 
использовали антитела: Ki‑67 – Cell Marque, США, 
р53, b-catenin, Bcl‑2, коннексина 32 и –43 – Ventana 
Medical Systems, США. Оценивали интенсивность 
иммуноокрашивания с помощью световой микро-
скопии (микроскоп Leica DM3000).

Оценку нормальности распределения признаков 
осуществляли с помощью критерия Шапиро–Уилка. 
Для количественных данных вычисляли медиа-
ну и межквартильный диапазон. Статистическую 
значимость различий между группами оценивали 

с помощью попарного сравнительного анализа 
по критерию Манна-Уитни. Уровень значимости 
для использованных методов был установлен как 
p ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

При иммуногистохимическом исследовании 
экспрессии маркера пролиферации Ki‑67 в тканях 
ксенографтов рака легкого человека доля иммуно-
позитивных клеток составляла в 1‑й контрольной 
группе 66,3 [61,5–69,3] %, во 2‑й, 3‑й, 4‑й и 5‑й опыт-
ных группах – 64,7 [62,3–65,3] %, 61,4 [60,3–62,3] %, 
59,3 [58,1–60,2] % и 55,2 [53,2–57,4] % соответственно, 
то есть наблюдалось статистически значимое сни-
жение уровня экспрессии Ki‑67 по мере увеличения 
дозы трополона и по сравнению с контрольной груп-
пой (р < 0,01) (рис. 1).

Процент положительно окрашенных клеток при 
оценке экспрессии b-catenin в ксенографтах рака 
легкого человека составил в опытных группах: во 

Таблица 1. Дизайн эксперимента

Номер группы Название группы Количество животных Вводимое вещество Доза вещества, мг/г

1 Контрольная 10 Крахмальный гель 1 %

2

Опытная

10

Трополон

0,0055

3 10 0,055

4 10 0,55

5 10 2,75

50,0

52,0
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Рис. 1. Зависимость между дозой трополона и долей 
иммунопозитивных клеток при оценке экcпрессии 
Ki-67 в PDX-моделях рака легкого человека на 
иммунодефицитных мышах BALB/c Nude. 0 – контрольная 
группа, * – статистически значимые различия в сравнении 
с контрольной группой (p < 0,05).

Рис. 2. Зависимость между дозой трополона и долей 
иммунопозитивных клеток при оценке экcпрессии 
b-catenin в PDX-моделях рака легкого человека на 
иммунодефицитных мышах BALB/c Nude. 0 – контрольная 
группа, * – статистически значимые различия в сравнении 
с контрольной группой (p < 0,05).
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2‑й – 32,7 [31,2–33,1] %, в 3‑ей – 24,5 [23,4–26,5] %, 
4‑й – 22,3 [20,7–23,6] % и в 5‑й‑8,4 [7,2–9,3] %, что 
было статистически значимо ниже при р < 0,05 от-
носительно группы контроля (33,7 ± 0,3 %) (рис. 2).

При оценке экcпрессии Bcl‑2 в ксенографтах 
рака легкого человека наблюдалось статистиче-
ски значимое (р < 0,01) снижение уровня экспрес-
сии Bcl‑2 с увеличением дозы трополона, а доля 
иммунопозитивных клеток составляла в среднем 
в 1‑й группе (контрольной) – 61,1 [57,9–62,4] %, во 
2‑й (0,0055 мг/г), 3‑й (0,055 мг/г), 4‑й (0,55 мг/г) и 5‑й 
(2,75 мг/г) группах – 56,8 [55,4–58,6] %, 55,5 [53,1–
56,3] %, 52,5 [52,9–55,2] % и 50,9* [50,1–53,2] % соот-
ветственно (рис. 3).

При ИГХ оценке экспрессии белка–онкосупрессо-
ра P53 доля иммунопозитивных клеток в ксенограф-
тах рака легкого человека составляла в среднем 
в 1‑й группе 30,9 ± 0,5 %, во 2‑й, 3‑й, 4‑й и 5‑й груп-
пах – 35,8 ± 0,4 [32,3–37,5] %, 41,4 ± 1 [39,9–43,1] %, 
42,9 ± 1,3 [41,2–44,3] % и 48,1 ± 0,4 [45,9–51,3] % со-
ответственно (рис. 4). При этом наблюдалось ста-
тистически значимое (р < 0,01) увеличение уровня 
экспрессии P53 с увеличением дозы трополона 
(во 2, 3, 4 и 5‑й группах по сравнению с контроль-
ной), что свидетельствует об усилении процессов 
апоптоза в опухолевой ткани (рис. 4).

При анализе экcпрессии коннексина 32 в тканях 
PDX-моделей рака легкого во всех опытных группах 
животных не было обнаружено статистически зна-
чимых различий (р > 0,05) с контрольной группой. 
Процент положительно окрашенных клеток соста-
вил 62,1 [60,2–63,5] %, 61,1 [59,9–62,9] %, 61,6 [60,1–
63,1] %, 61,3 [59,8–62,1] % и 61,7 [60,4–62,9] % для 1–5 
групп соответственно.

Доля иммунопозитивных клеток при оценке 
экcпрессии коннексина 43 в ксенографтах рака лег-
кого человека составляла в среднем в 1‑й группе 
(контрольной) – 62,8 [58,3–63,2] %, во 2‑й, 3‑й, 4‑й 
и 5‑й группах – 65,3 [64,1–66,5] %, 66,9 [65,3–69,5] %, 
71,8 [69,4–72,9] % и 74,8 [72,3–76,4] % соответственно, 
то есть при воздействии трополоном наблюдалось 
статистически значимое увеличение уровня экспрес-
сии коннексина 43 в опытных группах по сравнению 
с контрольной. (Р1–2,1–3 ≤ 0,05; Р1–4, 1–5 < 0,01) (рис. 5).

Проведенный иммуногистохимический ана-
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плоскоклеточного рака легкого человека при 
применении 2-(6,8‑диметил‑5‑нитро‑4‑хлорхино-
лин‑2‑ил)-5,6,7‑трихлор‑1,3‑трополона обнаружил 
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Рис. 5. Зависимость между дозой трополона и долей 
иммунопозитивных клеток при оценке экcпрессии 
коннексина 43 в PDX-моделях рака легкого человека на 
иммунодефицитных мышах BALB/c Nude. 0 – контрольная 
группа, * – статистически значимые различия в сравнении 
с контрольной группой (p < 0,05).
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Рис. 3. Зависимость между дозой трополона и долей 
иммунопозитивных клеток при оценке экcпрессии 
Bcl-2 в PDX-моделях рака легкого человека на 
иммунодефицитных мышах BALB/c Nude. 0 – контрольная 
группа, * – статистически значимые различия в сравнении 
с контрольной группой (p < 0,05).
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Рис. 4. Зависимость между дозой трополона и долей 
иммунопозитивных клеток при оценке экcпрессии P53 в 
PDX-моделях рака легкого человека на иммунодефицитных 
мышах BALB/c Nude. 0 – контрольная группа, * – 
статистически значимые различия в сравнении 
с контрольной группой (p < 0,05).
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их изменения, указывающие на дозозависимую 
противоопухолевую активность и позволяющие 
предполагать возможные механизмы действия 
изученной субстанции. Так было обнаружено, что 
с повышением дозы трополона уменьшается экс-
прессия Ki‑67, b-catenin, а также происходит снижение 
уровня экспрессии антиапоптотического белка Bcl‑2, 
при этом уровень экспрессии белка-онкосупрессора 
P53 нарастает при увеличении дозы примененного 
вещества. Белок Ki‑67 в настоящее время рассматри-
вается как самый надежный маркер пролиферации, 
в том числе для рака легкого, а его снижение, наблю-
даемое в опытных группах относительно показателей 
в контрольной группе, указывает на уменьшение 
пролиферативной активности опухолевых клеток 
плоскоклеточного рака легкого при применении 
трополона [14]. Считается, что b-catenin проявляет 
различные эффекты в опухолевых клетках, в част-
ности, активирует пролиферацию, являясь одной из 
ключевых молекул туморогенного сигнального пути 
Wnt/b-catenin и за счет перекреста с другими сигналь-
ными путями регулирует апоптоз, ангиогенез и инва-
зию клеток, а также участвует в сдвиге клеточного 
метаболизма в сторону бескислородного окисления 
глюкозы [15]. Уменьшение экспрессии b-catenin опу-
холевыми клетками рака легкого в PDX-моделях при 
применении трополона подтверждает противоопу-
холевый эффект данного вещества, очевидно опо-
средованный через сигнальный путь Wnt/b-catenin. 
В исследованиях показано, что сверхэкспрессия 
белка Bcl‑2 блокирует апоптоз и, таким образом, 
способствует прогрессии опухолей [16]. Lee Y.-S. 
и соавторами (2013) было показано снижение экс-
прессии Bcl‑2 при воздействии природным трополо-
ном – хинокитиолом – на подкожные ксенографты, 
полученные путем трансплантации культуры клеток 
рака толстой кишки человека HCT‑116 и SW‑620 [17]. 
Подавление экспрессии антиапоптотического белка 
Bcl‑2 в клетках подкожного ксенографта плоскокле-
точного рака легкого в совокупности с повышением 
экспрессии онкосупрессора Р53, известного своим 
активирующим влиянием на проапоптотические 
белки Bax и Bid, указывает на стимуляцию апоптоза 
при применении 2-(6,8‑диметил‑5‑нитро‑4‑хлорхино-
лин‑2‑ил)-5,6,7‑трихлор‑1,3‑трополона.

При исследовании влияния трополона на уро-
вень экспрессии коннексина 43 была обнаружена 
зависимость его экспрессии при повышении дозы 
трополона. Известно, что коннексины являются 
супрессорами опухолей, которые с помощью меж-
клеточной коммуникации щелевого соединения 
регулируют клеточную пролиферацию, апоптоз, 
химиорезистентность, миграцию и инвазию [18]. 
Сверэкспрессия коннексина 43 в ядре коррелиру-
ет с повышенной агрессивностью опухоли легких, 
что связано с его способностью рекрутировать 
E-кадгерин, обеспечивая клеткам опухоли более 
инвазивный фенотип, увеличивая их способность 
к миграции, выживаемости и способствуя развитию 
отдаленных метастазов [19]. Однако, коннексин 43 
при его цитоплазматической локализации способен 
ингибировать туморогенез [20]. Предполагая в це-
лом противоопухолевую эффективность изученного 
трополона, можно говорить об индукции супрес-
сорной функции коннексина 43 относительно рака 
легкого в PDX-модели. Некоторые исследования 
показывают, что коннексин 32 сверхэкспрессирует-
ся в клетках рака легких [21]. Нокаут либо нокдаун 
гена коннексина 32 приводит к увеличению часто-
ты химических и радиационно-индуцированных 
опухолей легких, а также усиливает эпителиально-
мезенхимальный переход, миграцию и инвазию 
опухолевых клеток [22], вероятно, частично из-за 
активации пути MAPK. Однако нами не было обнару-
жено влияния трополона на экспрессию коннексина 
32, причина этого не ясна и требует дальнейшего 
изучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Обнаруженные изменения изученных иммуноги-
стохимических маркеров на PDX-моделях, указыва-
ющих на снижение пролиферативной активности 
опухолевых клеток легкого, а также на активацию 
процессов апоптоза, свидетельствует о проявле-
нии противоопухолевого эффекта, примененного 
трополона. Исходя из полученных результатов, мы 
предполагаем, что возможным механизмом про-
тивоопухолевого действия изученного трополона 
является активация апоптоза.
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