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ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской Федерации,  
г. Ростов-на-Дону, Российская Федерация
� russiandoctor@mail.ru

РЕЗЮМЕ

Цель исследования. Оценка эффективности экстракраниальной стереотаксической лучевой терапии в различных 
режимах фракционирования при лечении пациентов с метастатическим поражением позвонков.
Пациенты и методы. В исследование включено 12 больных c метастатическим поражением позвоночника, которым 
была проведена экстракраниальная стереотаксическая лучевая терапия (SBRT) на линейном ускорителе Novalis Tx, 
Varian, в режиме радиохирургии (SRS; за 1 фракцию) и режиме гипофракционирования (разовая очаговая доза (РОД) 
5Гр, суммарная очаговая доза (СОД) 25Гр, 5 фракций) в период с 01.01.2020 по 31.03.2022 гг. Оценка локального 
контроля осуществлялась с использованием позитронно-эмиссионной томографии – компьютерной томографии 
(ПЭТ-КТ) с 18ФДГ. Интенсивность болевого синдрома до и после облучения оценивали по визуально аналоговой 
шкале боли (ВАШ).
Результаты. У 12 пациентов проведено облучение 19 метастатических пораженных позвонков. Методика SBRT 
в режиме гипофракционирования была применена у 6 (50 %) больных, в режиме радиохирургии (SRS) использована 
у 4 (34 %) пациентов, у 2 (17 %) больных на различных пораженных сегментах позвоночного столба применялась 
комбинация методик облучения. Общий объем опухоли (GTV) в среднем составлял 30,56 ± 7,8 см². При применении 
радиохирургического режима облучения РОД составляла от 16 до 18Гр. При применении методики гипофракциони-
рования СОД составила 25 Гр, РОД – 5 Гр.
Заключение. Экстракраниальная стереотаксическая лучевая терапия метастатических опухолей позвонков без 
компрессии невральных структур обеспечивает локальный контроль опухоли у 92 % больных в течение 6 месяцев 
и у 83 % пациентов в течение 1 года, регресс болевого синдрома после облучения – у 67 % больных.

Ключевые слова: стереотаксическая лучевая терапия, радиохирургия, метастазы в позвоночник
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Experience of stereotactic radiation therapy and radiosurgical treatment of metastatic 
vertebral tumors
O. I. Kit, D. E. Zakondyrin�, E. E. Rostorguev, P. G. Sakun, V. I. Voshedskii, M. A. Komandirov 

National Medical Research Centre for Oncology, Rostov-on-Don, Russian Federation
� russiandoctor@mail.ru

ABSTRACT

Purpose of the study. Evaluation of the effectiveness of extracranial stereotactic radiation therapy in various fractionation 
regimens in the treatment of patients with metastatic vertebral lesions.
Patients and methods. The study included 12 patients with metastatic spinal lesions who underwent extracranial stereotactic 
radiation therapy (SBRT) on a Novalis Tx linear accelerator, Varian, in radiosurgery mode (SRS; in 1 fraction) and hypofraction-
ation mode (SFD 5Gy, TFD 25Gy, 5 fractions) in the period from 01/01/2020 to 03/31/2022. The assessment of local control 
was carried out using positron emission tomography – computed tomography (PET-CT) from 18FDG. The intensity of the pain 
syndrome before and after radiation was assessed using a visual analog pain scale (VAS).
Results. 19 vertebrae with metastatic lesions were irradiated in 12 patients. The SBRT technique in hypofractionation mode 
was used in 6 (50 %) patients, in radiosurgery (SRS) mode was used in 4 (34 %) patients, in 2 (17 %) patients a combination 
of irradiation techniques was used on various affected segments of the spinal column. The general tumor volume (GTV) 
averaged 30.56 = 7.8 km2. When using the radiosurgical irradiation regimen, SFD ranged from 16 to 18 Gy. When using the 
hypofractionation technique, the total focal dose (TFD) was 25 Gy, a single focal dose (SFD) was 5 Gy.
Conclusion. Stereotactic radiation therapy and radiosurgery of metastatic vertebral tumors without compression of neural 
structures provides local tumor control in 92 % of patients within 6 months and in 83 % of patients within 1 year, regression 
of pain after irradiation – in 67 % of patients.

Keywords: stereotactic radiotherapy, radiosurgery, spinal metastases
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ВВЕДЕНИЕ

Анализ литературы показывает, что у 30–50 % 
онкологических больных отмечается метастатиче-
ское поражение позвоночного столба, в том числе 
у 70–80 % пациентов с раком молочной железы или 
раком простаты и у 40 % пациентов с распростра-
ненным раком легкого [1]. У одной трети пациентов 
поражение позвонков имеет симптомный характер. 
Клинические проявления наиболее часто представ-
лены болевым синдромом, варьирующим по степе-
ни интенсивности. В течение длительного времени 
в лечении данной группы больных и при отсутствии 
показаний к оперативному лечению применялась 
конвенциальная лучевая терапия (КЛТ), обладаю-
щая удовлетворительным (до 80 % случаев) проти-
воболевым эффектом, однако локальные рецидивы 
возникают у 60–80 % больных, а противоболевой 
эффект нередко развивается лишь через 2–3 неде-
ли после лечения, особенно при радиорезистентных 
опухолях [2]. В настоящее время конформные мето-
ды лучевой терапии в лечении метастазов в кости 
вытесняют конвенциональную лучевую терапию 
несмотря на их недостатки в виде необходимости 
более длительной подготовки больного, проведения 
дополнительных диагностических исследований 
и дороговизну [3]. Основным отличием конформ-
ной лучевой терапии от конвенциальной является 
создание поля облучения заданной формы с ми-
нимальным воздействием на окружающие ткани. 

Возможность концентрации дозы облучения без 
ее увеличения при конформной лучевой терапии 
в области опухоли является, в том числе, и спосо-
бом преодоления ее радиорезистентности. Среди 
конформных методов в лечении опухолей позво-
ночника стереотаксическая лучевая терапия (СЛТ) 
и радиохирургия (РХ) заняли ведущие позиции. При 
СЛТ деструкция опухоли происходит несколькими 
крупными фракциями (по 5–12 Гр), при РХ – подве-
дением радикальной дозы (15–21 Гр) за один сеанс.

Цель исследования: оценка эффективности эк
стракраниальной СЛТ в различных режимах фрак-
ционирования при лечении пациентов с метастати-
ческим поражением позвонков.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

В исследование включено 12 больных c мета-
статическим поражением позвоночника, которым 
была проведена экстракраниальная СЛТ (SBRT) на 
линейном ускорителе Novalis Tx, Varian, в режиме РХ 
(SRS; за 1 фракцию) и режиме гипофракционирова-
ния (разовая очаговая доза (РОД) 5Гр, суммарная 
очаговая доза (СОД) 25 Гр, 5 фракций) в период 
с 01.01.2020 по 31.03.2022 гг.

Средний возраст пациентов составил 55,47 ±   
2,89 лет, соотношение мужчин и женщин 2:10. Эпи-
дуральная компрессия 1b степени была выявле-
на только у 1 больного. Стабильность позвоноч-
ного столба по шкале SINS составила в среднем 

Таблица 1. Характеристики метастатических опухолей позвонков у пациентов

Признак Значение показателя (n = 19)

Расположение метастатической опухоли в позвоночнике по классификации Tomita

1 тип
5 тип
7 тип

4 (21 %)
1 (5 %)
14 (74 %)

Локализация опухоли в позвонке

тело
тело + ножка дуги
тотальное поражение

13 (68 %)
3 (16 %)
3 (16 %)

Степень распространения опухоли по классификации Weinstein-Boriani

В + С
А + В + С

18 (95 %)
1 (5 %)

Уровень поражения

Шейный
Грудной
Поясничный
Крестцовый

2 (10,5 %)
7 (37 %)
8 (42 %)
2 (10 %)
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и радиохирургического лечения метастатических опухолей позвонков 

5,0 ± 0,59 балла. Все пациенты были неврологиче-
ски интактны (тип E по Frankel) и функционально 
сохранны (70–80 баллов по Karnofsky). Болевой 
синдром до проведения курса облучения имел ме-
сто у всех пациентов, средний балл по ВАШ состав-
лял 5,4 ± 0,67. По гистологическому типу первич-

ной опухоли распределение было следующим: рак 
молочной железы – 10 (84 %) больных, меланома 
кожи – 1 (8 %) пациент, без установленного первич-
ного очага – 1 (8 %) больной. Характеристики мета-
статических опухолей позвонков у пациентов по 
данным нейровизуализации представлены в табл. 1.

Рис. 1. Оценка локального контроля после проведенной лучевой терапии у пациенки Л-о. А, Б – данные МРТ и КТ грудного 
отдела позвоночника до начала лечения (признаки метастатического поражения Th3 позвонка); В – данные контрольного 
ПЭТ-КТ в период наблюдения через 3 мес. после облучения (признаков патологической активности в зоне облучения нет), 
Г – данные контрольного ПЭТ-КТ в период наблюдения через 12 мес. после облучения (признаки рецидива образования 
в области ножки дуги позвонка)

A

В

Г

Б
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Общий объем опухоли (GTV) в среднем состав-
лял 30,56 ± 7,8 см². Средняя доза облучения при 
однофракционных курсах составила 26  [13; 16] 
Гр. При применении методики гипофракциониро-
вания средняя СОД составила 25 [25; 26] Гр, средняя 
РОД – 5 [5; 8] Гр.

Одиночный метастатический очаг в позвоноч-
нике в начале лечения отмечался у 2 (17 %) боль-
ных, у остальных пациентов метастатическое пора-
жение позвонков имело множественный характер. 
Помимо позвоночника у 6 (50 %) отмечалось ме-
тастазирование в другие плоские кости скелета, 
а у 4 (34 %) – висцеральные метастазы.

Для оценки неврологического статуса и  со-
стояния пациентов использовали шкалы Frankel 
и  Karnofsky, интенсивность болевого синдрома 
оценивали по визуально аналоговой шкале боли 
(ВАШ), для оценки нестабильности в пораженном 
позвоночно-двигательном сегменте пользовались 

шкалой SINS. Все пациенты обследовались в день 
поступления, при выписке и через каждые 3 месяца 
после завершения курса лучевой терапии. Всем 
пациентам до лечения выполнялась компьютерная 
(КТ) и магнитно-резонансная томография (МРТ) 
позвоночного столба, послеоперационная оценка 
локального контроля осуществлялась с использо-
ванием позитронно-эмиссионной томографии – 
компьютерной томографии (ПЭТ-КТ) с 18F-фтор-
дезоксиглюкозой (18-ФДГ) (рис. 1).

Облучение проводилось на линейном ускорителе 
Novalis Tx, Varian. Предварительно выполнялась 
топометрическая томография на компьютерном 
томографе Siemens Somatom, обработка предва-
рительной топометрии на станции виртуальной 
симуляции Singo Via. Для иммобилизации и вос-
производимости укладки пациента использо-
вался вакуумный матрас для всего тела с бордом 
ArmShuttle. С помощью программного обеспечения 

Рис. 2. Планирование облучения. А – анатомическая сегментация и оконтуривание критических органов и структур;  
Б – оконтуривание объема GTV по изображениям различных модальностей и формирование объема CTV; В – оконтуривание 
спинного мозга и формирование объема PTV; Г – дозиметрическое планирование с контролем покрытия мишени и нагрузки 
на критические органы и структуры с последующим анализом рассчитанного плана облучения

A

В

Б

Г
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Elements Brainlab производилось сегментирование, 
оконтуривание и формирование 3D-плана лечения 
для линейного ускорителя. Укладка и контроль по-
ложения пациента выполнялись по ортогональным 
рентгеновским снимкам с помощью системы пози-
ционирования ExacTrac X-Ray Monitoring BrainLab. 
Верификация рассчитанного плана стереотаксиче-
ского радиотерапевтического лечения проводилась 
на фантоме StereoPHAN с матрицей детекторов SRS 
Mapcheck. Перед сеансом радиохирургического 
лечения выполнялась проверка калибровки уско-
рителя по абсолютной дозе и проверка калибровки 
системы позиционирования. Доставка дозы осуще-
ствлялась с использованием динамической объ-
емно-модулированной методики (VMAT).

Клинический объем опухоли (СTV) определялся 
в соответствии с International Spine Radiosurgery 
Consortium Consensus Guidelines [4]. Планируемый 
объем опухоли (PTV) вычислялся путем добавления 
2-миллиметрового края к границам CTV с выче-
том объема PRV (planning risk volume) для спин-
ного мозга (+ 3 мм к краю спинного мозга во всех 
направлениях) и учетом расположения органов 
риска (ротоглотки, пищевода и т. д.) (рис. 2).

Для каждой группы показателей определяли тип 
распределения данных (построение гистограмм по 
критерию согласия Колмогорова – Смирнова). Если 
применение критерия показывало нормальное рас-
пределение данных для описания использовали 
среднее, ошибку среднего (М ± m). При отличии рас-
пределения от нормального закона для описания 
использовали значения медианы, 1‑го и 3‑го квар-
тилей (Me [Q1; Q3]). Пороговый уровень значимости 
при проверке статистических гипотез принимался 
равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У 12 пациентов проведено облучение 19 мета-
статических опухолей позвонков.

Большинство пациентов (80 %, n = 10) прошли 1 
курс лучевой терапии, 20 % больных получили 2 кур-
са облучения. При этом облучение одного позвонка 
выполнено 8 (67 %) больным, 4 (33 %) получили 
облучение двух и более сегментов позвоночного 
столба. Методика SBRT была применена у 6 (50 %) 
больных, РХ (SRS) использована у 4 (34 %) паци-
ентов. У 2 (17 %) больных на различных поражен-
ных сегментах позвоночного столба применялась 
и SBRT, и SRS методики облучения.

Проводимая лучевая терапия была частью ком-
плексного лечения у 10 (83 %) больных, комбини-
рованного – у 2 (17 %).

Средняя продолжительность наблюдения соста-
вила 12,18 ± 2,23 мес. Радиологический локальный 
контроль (полный, частичный ответ и стабилизация 
заболевания по критериям RECIST) был достигнут 
у 11 (92 %) больных в течение 6 мес., у 10 (83 %) – 
в течение 1 года. Прогрессирование основного за-
болевания за период наблюдения отмечено у 6 
(50 %) больных. Средняя выживаемость до прогрес-
сирования составила 9,11 ± 2,69 мес. Уменьшение 
болей в спине после облучения отметили 8 (67 %) 
больных, случаев нарастания болевого синдрома 
отмечено не было.

ОБСУЖДЕНИЕ

Стереотаксическая лучевая терапия и радиохи-
рургия показывают высокую эффективность в ле-
чении метастатических опухолей позвонков. Одной 
из первоочередных целей облучения опухолей, не 
сдавливающих спинной мозг, является лечение 
болевого синдрома. Vargo J. A. и соавт. [5] пред-
лагают применять те или иные режимы облучения 
в зависимости от цели проводимого лечения. Если 
основной задачей является облегчение болевого 
синдрома, то предпочтение отдается облучению за 
1 фракцию (16–18 Гр). Для достижения долгосроч-
ного локального контроля предпочтение отдается 
фракционированным режимам СЛТ (8–9 Гр × 3 фр., 
или 6–7 Гр × 5 фр.).

Рандомизированные исследования противобо-
левого эффекта лучевой терапии, проведенной па-
циентам по методикам однофракционной СЛТ (16–
18 или 24 Гр) и моно- многофракционной КЛТ (8 Гр 
за 1 фракцию или 30 Гр за 10 фракций) показали 
отсутствие достоверной разницы между группами 
больных через 3 мес. после лечения, и достоверно 
лучший эффект СЛТ через 6 мес. [6, 7]. Ограничени-
ем данных исследований стало поражение не более 
чем 2 смежных позвонков и наличие расстояния не 
менее 3 мм между краем опухоли и спинным моз-
гом (не более 1b степени ESCC), в противном случае 
группы не поддавались рандомизации. Sahgal A. 
и соавт. [8] в ходе рандомизированного многоцен-
трового исследования также отметили преимуще-
ства СЛТ (двухфракционная по 24 Гр) над КЛТ (20 
Гр в 5 фракциях) в эффективности против болевого 
синдрома при метастатическом поражении позво-
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ночника даже в течении первых 3 месяцев после 
лечения. Результаты рандомизированных иссле-
дований по сравнению эффективности КЛТ и СЛТ 
методик в отношении локального контроля опухоли 
на сегодняшний день в литературе отсутствуют. Ме-
та-анализ, проведенный Singh R. и соавт. [9], вклю-
чающий 3237 больных, показал наличие локаль-
ного контроля опухоли у 92,9 % пациентов после 
однофракционной СЛТ (РХ) против 81 % после КЛТ 
или 82,1 % после многофракционной КЛТ.

Локальное облучение не предотвращает про-
грессирование основного заболевания, поэтому оно 
должно применяться в комбинации с химиотерапев-
тическим лечением. В период наблюдения прогрес-

сирование отмечено у 50 % пациентов, в то время как 
локальный контроль достигнут к концу первого года 
после завершения курса облучения у 83 %.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Стереотаксическая лучевая терапия и радиохи-
рургия метастатических опухолей позвонков без 
компрессии невральных структур обеспечивает 
локальный контроль опухоли у 92 % больных в тече-
ние 6 мес. и у 83 % пациентов в течение 1 года, ре-
гресс болевого синдрома после облучения – у 67 % 
больных.
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РЕЗЮМЕ

Цель исследования. Изучение влияния нокаута по гену урокиназы у мышей обоего пола с перевитой меланомой 
В16/F10 на функционирование звеньев фибринолитической системы.
Материалы и методы. Были использованы мыши обоего пола: основная группа генмодифицированная линия 
C57BL/6-Plautm1.1Bug – ThisPlauGFDhu/GFDhu (uPA-/-); группа контроля – линия С57Bl/6 (uPA+/+). Животным по 
стандартной методике перевивали меланому В16/F10 и через 3 недели роста в 10 % гомогенатах опухоли и ее пери-
фокальной зоне ИФА методом определяли уровень: плазминогена (ПГ), плазмина (РАР), рецептора урокиназы uPAR, 
содержание (АГ) и активность (акт) uPA, t-PA и PAI-I (Cussabio, Китай).
Результаты. У интактных животных uPA-/- в коже оказалась существенно подавлена, по сравнению с uPA+/+ актив-
ность и содержание урокиназы (в 100–860 раз), однако у самок не изменился уровень uPAR, тогда как у самцов 
снизился в 1,9 раза. Уровень плазмина у uPA-/- мышей был выше в 2,1–4,2 раза, по сравнению с uPA+/+ животными. 
Рост меланомы В16/F10 у uPA-/- мышей был замедлен, тормозилось метастазирование, однако не увеличивалась 
продолжительность жизни. Динамика изменений компонентов фибринолитической системы при росте меланомы 
у uPA-/- мышей отличалась от uPA+/+: в образцах опухоли снижался уровень РАР более чем в 2 раза, не повышался 
уровень и активность uPA, практически не реагировала PAI, однако, как и у uPA+/+ возрастала активность t-PA 
в 3,8–8,2 раза.
Заключение. Несмотря на подавление роста первичного узла опухоли и процессов метастазирования у мышей  
uPA-/-, средняя продолжительность жизни не увеличивалась, что свидетельствует о сложных механизмах опухоле-
вой болезни и наличии альтернативных биологических путей, позволяющих меланоме прогрессировать в условиях 
нокаута гена урокиназы.

Ключевые слова: нокаут по гену урокиназы, мыши, меланома В16/F10, фибринолитическая система
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Units of fibrinolytic system in mice with urokinase gene knockout in presence of growing  
B16/F10 melanoma
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ABSTRACT

Purpose of the study. Was to reveal the effect of urokinase gene knockout in male and female mice with transplanted  
B16/F10 melanoma on the functions of the fibrinolytic system units.
Materials and methods. Male and female mice were used: main group with genetically modified mice C57BL/6-Plautm1.
1Bug – ThisPlauGFDhu/GFDhu (uPA-/-); control group with С57Bl/6 (uPA+/+) mice. B16/F10 melanoma was transplanted 
by the standard methods to the animals, and levels of plasminogen (PG), plasmin (PAP), urokinase receptor uPAR, content 
(AG) and activity (act) of uPA, t-PA and PAI-I were measured with ELISA (Cussabio, China) in 10 % tumor homogenates and 
peritumoral area after 3 weeks of tumor growth.
Results. The activity and levels of urokinase in intact uPA-/- animals were significantly (by 100–860 times) inhibited, compared 
to uPA+/+, but uPAR levels were unchanged in females and were 1.9 times lower in males. PAP levels in uPA-/- mice were 
2.1–4.2 times higher than in uPA+/+ animals. The growth of B16/F10 melanoma in uPA-/- mice was slower and metastasizing 
was suppressed, but their survival was not improved. The dynamics of changes in components of the fibrinolytic system in 
presence of melanoma growth differed in uPA-/- mice, compared to uPA+/+ animals: PAP levels in tumor samples decreased 
by over 2 times, uPA levels and activity were not increased, PAI was practically unchanged, but activity of t-PA elevated by 
3.8–8.2 times, as well as in uPA+/+ mice.
Conclusion. Despite the suppression of the growth and metastasis of the primary tumor nodes in uPA-/- mice, their average 
survival was not improved, which indicates that the mechanisms of tumor are complex and there are alternative biological 
pathways supporting melanoma to survive in conditions of the urokinase gene knockout.
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ВВЕДЕНИЕ

Фибринолитическая система считается одним 
из ведущих механизмов канцерогенеза, за счет 
разрушения клеточных мембран, пролиферации, 
миграции и инвазии клеток [1].

Активаторы плазминогена урокиназного типа 
(uPA) и тканевого типа (t-PA) представляют собой 
сериновые протеазы, которые превращают плазми-
ноген в плазмин после связывания с рецептором 
uPA (uPAR) [2]. uPA обнаруживают на поверхности 
опухолевых клеток, а его сверхэкспрессия на конеч-
ной стадии трансформации злокачественных кле-
ток, способствует процессам метастазирования [3]. 
Активация фибринолитической системы и образо-
вание плазмина стимулирует металлопротеиназы, 
ангиогенные факторы роста, что разрушает физи-
ческий барьер на пути миграции опухолевых клеток 
и стимулирует рост опухоли [4].

Ряд исследователей считают, что понимание 
молекулярных механизмов биологического дей-
ствия системы плазмин/плазминоген и ингиби-
рования ангиогенеза посредством блокирования 
сериновых протеаз может позволить улучшить 
терапевтические стратегии для регуляции роста 
злокачественных опухолей и нарушений, связанных 
с неоваскуляризацией [5, 6].

Ранее было показано, что у мышей линии С57Bl/6 
с диким типом генов в динамике роста перевивной 
меланомы В16/F10 происходят изменения звеньев 
фибринолитической системы кожи, характеризую-
щиеся повышенной активностью всех компонен-
тов системы активации плазминогена, приводящей 
к повышенному содержанию в ней плазмина, а ко-
морбидное заболевание – хроническая нейрогенная 
боль – оказывает модифицирующее влияние на 
исследованные показатели [7–9].

Экспериментальные модели опухолей дают воз-
можность выяснить причины, изучить патогенез 
опухолевого процесса, разработать методы его про-
филактики и лечения, при этом обоснованным яв-
ляется использование различных линий животных, 
в том числе с генетически детерминированными 
характеристиками [10]. Модели генно-инженерных 
мышей успешно используются на протяжении 
десятилетий при моделировании опухолевого 
процесса  [11]. Существуют определенные типы 
трансгенных мышей, использующиеся в  иссле-
дованиях злокачественного процесса, у которых 
онкогены могут быть конститутивно или условно 

экспрессированы. В таких животных моделях ге-
ны-супрессоры опухолей могут быть подавлены 
с использованием традиционных методов, таких 
как ретровирусная инфекция, микроинъекция ДНК-
конструкций и так называемый «направленный 
на гены» трансгенный подход. На сегодняшний 
день трансгенные модели стали традиционными 
и успешно применяются в исследованиях канцеро-
генеза [12].

Для нас наибольший интерес представляли 
мыши с нокаутом гена uPA, полученные с помощью 
молекулярно-генетического метода, в ходе которого 
изменения вносятся в нуклеотидную последова-
тельность гена uPA, в результате чего урокиназа 
не связывается рецептором активатора плазми-
ногена урокиназного типа (uPAR). Данные живот-
ные-мутанты могут использоваться в изучении 
процессов воспаления, онкогенеза, механизмов 
фибринолиза в опухоли и окружающих тканях.

Цель исследования: изучение влияния нокаута 
по гену урокиназы у мышей обоего пола с пере-
витой меланомой В16/F10 на функционирование 
звеньев фибринолитической системы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследовании были использованы генмодифи-
цированные самки и самцы мышей линии C57BL/
6-Plautm1.1Bug – ThisPlauGFDhu/GFDhu (uPA-/-) с на-
чальной массой самок 24–26 г, самцов – 31–33 г, 
полученные из питомника лабораторных животных 
«Пущино» Филиала Института биоорганической хи-
мии им. академиков М. М. Шемякина и Ю. А. Овчин-
никова (Пущино, Московская область). Животные 
с нокаутом по гену урокиназы (uPA-/-) могут исполь-
зоваться в исследованиях хронического воспаления 
ткани, механизмов фибринолиза, онкогенеза и роста 
сосудов в опухоли и окружающей ее ткани. В каче-
стве контроля использовали мышей обоего пола 
линии С57ВL/6 (uPA+/+) с начальной массой 21–23 г 
полученных из ФГБУН «Научный центр биомедицин-
ских технологий «Андреевка» ФМБА» (Московская 
область). Животных содержали при естественном 
режиме освещения со свободным доступом к воде 
и пище. Исследование было проведено в соответ-
ствии с «Международными рекомендациями по 
проведению медико-биологических исследований 
с  использованием животных» и  приказом Мин-
здрава РФ № 267 от 19.06.2003 г. «Об утверждении 
правил лабораторной практики».
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Исследование выполнено на 64 самцах и 64 сам-
ках мышей. Животные были разделены на группы 
по 10 особей в каждой: интактные самки и самцы 
линии С57ВL/6 (uPA+/+); интактные самки и самцы 
линии C57BL/6-Plautm1.1Bug – ThisPlauGFDhu/GFDhu 
(uPA-/-); контрольная группа самки и самцы линии 
С57ВL/6 (uPA+/+) через 3 недели после перевивки 
меланомы В16/F10; основная группа самки и самцы 
линии C57BL/6-Plautm1.1Bug – ThisPlauGFDhu/GFDhu 
(uPA-/-) через 3 недели после перевивки меланомы 
В16/F10. Срок исследования – через 3 недели после 
перевивки меланомы В16/F10 – был выбран, так как 
это был этап массовой гибели для самцов мышей 
и начало гибели самок, кроме того через 3 недели 
были отмечены максимальные отличия в средних 
объемах опухоли у животных uPA-/- и uPA+/+ линий. 
Отдельно были выделены группы uPA-/- (по 12 осо-
бей каждого пола) и uPA+/+ (по 25 особей каждого 
пола) животных для исследования средней про-
должительности жизни.

В работе использовали клеточную линию мыши-
ной, метастазирующей в легкие меланомы В16/ F10, 
полученную из РОНЦ им. Н. Н. Блохина РАМН (г. Мо-
сква). Меланома В16/F10 перевивалась путем под-
кожного введения 0,5 мл взвеси опухолевой ткани 
в физиологическом растворе (1:10) в правую зад-
нюю лапу мыши по стандартной методике  [13]. 
При стандартной перевивке опухоль появляется 
в 100 % случаев, достаточно быстро растет и на 
12–16 сутки роста метастазирует преимущественно 
гематогенно в легкие (60–90 %), реже – в печень 
и селезенку [14]. Для проведения эксперимента 
использовали второй пассаж перевивки меланомы 
В16/F10 мышам линии С57ВL/6.

Рост опухоли оценивали путем ежедневного 
измерения диаметров ее в трех взаимно перпен-
дикулярных областях, с последующим расчетом 
объема опухоли как произведение трех ее замеров.

Интактных животных, а  также мышей кон-
трольных и основных групп через 3 недели после 
перевивки меланомы декапитировали, на холоде 
выделяли: опухоль, перифокальную зону, кожу. 
Образцы механически гомогенизировали, из тка-
ней получали 10 % гомогенаты, приготовленные на 
0,1М калий-фосфатном буфере рН 7.4, содержащем 
0,1 % Твин‑20 и 1 % БСА В гомогенатах тканей им-
муноферментыми методами определяли уровень: 
плазминогена (РГ), плазмина (РАР), рецептора уро-
киназы uPAR, содержание (АГ) и активность (акт) 
uPA, t-PA и PAI-I (Cussabio, Китай).

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили при помощи программы Statistica 
10.0. Для всех количественных данных вычисляли 
групповое среднее арифметическое (M) и стан-
дартную ошибку (m). Все полученные результаты 
были проверены на соответствие закону о нор-
мальном распределении (критерий Шапиро-Уилка 
(для малых выборок)). При соответствии выборки 
нормальному распределению использовали пара-
метрическую статистику (критерий Стьюдента), 
при несоответствии – использовали непараметри-
ческую статистику (критерии Вилкоксона-Манна-
Уитни). Статистически значимыми считали раз-
личия при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Установлено, что процесс канцерогенеза у ген-
модифицированных самок мышей (uPA-/-) по срав-
нению с контролем (uPA+/+) имел особенности, 
заключающиеся в сокращении доклинического 
периода развития меланомы и снижении средних 
объемов опухолевых узлов на всех этапах наблю-
дения (с  1 по 4 нед.). У  самок опытной группы 
диагностировали единичные метастазы в легких, 
тогда как в контроле наблюдалось метастатиче-
ское поражение легких и печени. У самцов опухоли 
характеризовались достаточно активным, «скачко-
образным» ростом, а их средний объем на 4 неделе 
после перевивки не отличался от таковых значе-
ний у мышей с нормальным геномом. У самцов 
uPA-/- на всех этапах роста перевивной меланомы 
В16/F10 видимые метастазы во внутренние органы 
не выявлены, однако обнаружены кровоизлияния 
в легкие. Средняя продолжительность жизни у мы-
шей uPA-/- и uPA+/+ не имела значимых отличий 
и составила у самок 34,67 ± 0,67 против 30,25 ± 1,67, 
а у самцов 23,33 ± 3,18 против 22,1 ± 0,82 соответ-
ственно [15].

Исходя из полученных ранее результатов раз-
личий в росте злокачественных опухолей у живот-
ных с нокаутом гена урокиназы и диким типом гена 
представляло интерес выяснить, какие отличия 
в содержании и активности основных звеньев фи-
бринолитической системы кожи характерны для 
животных с нокаутом по гену урокиназы (табл. 1, 2).

По сравнению с животными контрольной груп-
пы в коже интактных мышей uPA -/- обоего пола 
регистрировались только следы uPA: отмечено 
снижение уровней содержания и активности uPA 
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в  100–860 раз (табл.  1, 2). У  интактных самок 
uPA- /- привлекает внимание высокое содержание 
РАР, превосходящее в 4,2 раза тот же показатель 
у самок мышей uPA+/+ при сниженном в 1,3 раза 
(р < 0,05) содержании ПГ.

У интактных uPA-/- самцов в коже были повыше-
ны концентрации как РАР в 2,1 раза, так и в 1,8 раза 
ПГ по сравнению с показателями в коже интактных 
мышей uPA+/+ (табл. 2).

В условиях дефицита uPA при высоком содержа-
нии РАР ожидалось возрастание уровня второго 
активатора ПГ – tPA, однако содержание и актив-
ность его была снижена только у самцов uPA-/- 
в 4,3 раза и в 1,7 раза соответственно. У самок 
uPA-/- выявлено снижение относительно данных 

у мышей uPA+/+ только активности tPA в 2,5 раза, 
несмотря на повышение его содержания в 1,7 раза.

Количество рецептора uPAR у uPA-/- мышей-самок 
было на том же уровне, что и у мышей uPA+/+, тогда 
как у самцов оказалось снижено в 1,9 раза. Значи-
тельные различия с нормой замечены и по PAI‑I: 
у самок uPA-/- активность PAI‑I и его содержание ока-
зались ниже нормы в 15,0 и 3,0 раза соответственно, 
у самцов в 4,9 раза и в 9,8 раза соответственно.

Так как средние размеры опухоли у  самок 
мышей uPA-/- через 3 недели эксперимента были 
меньше, чем у самок uPA+/+ [15], далее провели 
сравнительный анализ звеньев фибринолитиче-
ской системы в  образцах меланомы животных 
с нокаутом и мышей с диким типом генома.

Таблица 1. Содержание и активность компонентов фибринолитической системы в коже, опухоли и перифокальной 
зоне у самок мышей uPA -/- с меланомой В16/F10 через 3 недели после перевивки (M±m)

Показатели Кожа интактных 
животных (норма)

Кожа через 3 недели 
роста меланомы

Опухоль через  
3 недели после

перевивки

Перифокальная 
зона через 3 недели 

после перевивки

Самки uPA -/-

uPA-акт (ед/г тк) 0,010 ± 0,0013 0,009 ± 0,00092,3 0,025 ± 0,0023 0,01 ± 0,0013

uPA-АГ (нг/г тк) 0,220 ± 0,023 0,24 ± 0,0182,3 0,14 ± 0,0111,3 0,73 ± 0,061,2,3

uPAR (пг/г тк) 58,20 ± 4,3 56,2 ± 4,7 66,2 ± 5,33 59,5 ± 5,33

РАР (нг/г тк) 45,0 ± 3,43 18,75 ± 1,61 19,7 ± 1,41,3 24,4 ± 2,21,3

ПГ (нг/г тк) 7,70 ± 0,63 10 ± 0,971,3 8 ± 0,773 20 ± 1,71,2,3

tPA-акт (ед/гтк) 0,240 ± 0,023 0,16 ± 0,0141,2,3 1,95 ± 0,161 0,155 ± 0,0141,2,3

tPA-АГ (нг/гтк) 0,670 ± 0,053 0,34 ± 0,0281,2,3 0,69 ± 0,053 1,55 ± 0,131,2,3

PAI‑I‑акт (ед/гтк) 1,60 ± 0,13 1,85 ± 0,152,3 3,05 ± 0,291,3 5,25 ± 4,41,2,3

PAI‑I-АГ (нг/гтк) 3,30 ± 0,33 2,2 ± 0,171,3 2,7 ± 0,243 2,8 ± 0,223

Самки uPA +/+

uPA-акт (ед/г тк) 1,6 ± 0,12 2,5 ± 0,21 2,8 ± 0,191 2,6 ± 0,171

uPA-АГ (нг/г тк) 31,7 ± 2,1 187,5 ± 131,2 335,5 ± 231 186,5 ± 12,51,2

uPAR (пг/г тк) 56,06 ± 4,5 65,36 ± 5,62 141,8 ± 11,71 112,0 ± 9,61

РАР (нг/г тк) 10,7 ± 0,7 19,9 ± 1,11,2 36,4 ± 1,51 18,9 ± 1,21,3

ПГ (нг/г тк) 10,25 ± 0,9 13,5 ± 1,11 16,7 ± 1,41, 11,03 ± 0,9

tPA-акт (ед/гтк) 0,6 ± 0,04 0,7 ± 0,032 2,2 ± 0,191 0,7 ± 0,063

tPA-АГ (нг/гтк) 0,4 ± 0,02 2,0 ± 0,151,2 12,3 ± 0,91 2,5 ± 0,131,3

PAI‑I‑акт (ед/гтк) 24,0 ± 0,16 24,0 ± 1,42 71,1 ± 4,21 81,0 ± 5,81

PAI‑I-АГ (нг/гтк) 9,9 ± 0,4 24,5 ± 1,81,2 79,5 ± 6,31 71,6 ± 5,21

Примечание: 1 – различия статистически значимы относительно нормы у животных; 2 – по сравнению с опухолью; 3 – по сравнению 
с аналогичными образцами у uPA+/+ животных (р < 0,05)
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В образцах опухоли у самок uPA-/- по сравнению 
с образцами опухоли самок uPA+/+ оказались суще-
ственно ниже показатели определяемых факторов: 
активность и содержание uPA в 112 раз и в 2396 
раз, уровень uPAR в 2,1 раза, РАР и ПГ в 1,8 раза 
и 2,1 раза, содержание tPA в 17,8 раза, активность 
и содержание PAI‑I в 23,3 раза и в 29 раза соответ-
ственно. Только активность tPA не имела значимых 
отличий в образцах опухоли в зависимости от гена 
урокиназы.

То есть через 3 недели после перевивки мела-
номы В16/F10 у самок uPA+/+ в образцах опухоли 
по сравнению с соответствующей интактной кожей 
отмечено возрастание всех изученных показателей 
фибринолитической системы, тогда как у самок 

uPA-/- в образцах меланомы такая стимуляция не 
выявлена, за исключением роста активности, но 
не содержания tPA.

Также были отмечены различия исследован-
ных показателей в перифокальной зоне и непо-
раженной опухолевым ростом коже. Так, в пери-
фокальной зоне у  самок uPA-/- через 3 недели 
роста меланомы активность и уровень uPA были 
меньше, чем в перифокальной зоне мышей uPA+/+ 
в 260 и 255 раз соответственно, также была ниже 
в 1,9 раза концентрация uPAR. Уровень tPA, как 
и его активность, были ниже, чем у животных без 
нокаута в 1,6 раза и в 4,5 раза соответственно. 
Активность PAI-I и его содержание оказались сни-
женными в 15,4 раза и в 25,6 раза. Несмотря на 

Таблица 2. Содержание и активность компонентов фибринолитической системы в коже, опухоли и перифокальной 
зоне у самцов мышей uPA -/- с меланомой В16/F10 через 3 недели после перевивки (M±m)

Показатели Кожа интактных 
животных (норма)

Кожа через 3 недели 
роста меланомы

Опухоль через  
3 недели после  

перевивки

Перифокальная 
зона через 3 недели 

после перевивки

Самцы uPA -/-

uPA-акт (ед/г тк) 0,010 ± 0,0013 0,009 ± 0,00072,3 0,013 ± 0,00111,3 0,015 ± 0,0011,3

uPA-АГ (нг/г тк) 0,250 ± 0,023 0,25 ± 0,0182,3 0,10 ± 0,0091,3 0,39 ± 0,031,3

uPAR (пг/г тк) 56,90 ± 4,33 67,4 ± 5,9 90,8 ± 7,61 67,55 ± 5,52

РАР (нг/г тк) 30,0 ± 2,53 18,13 ± 1,41,3 14,4 ± 0,91,3 18,13 ± 1,71

ПГ (нг/г тк) 12,50 ± 0,93 9,1 ± 0,771,3 10 ± 0,073 12,2 ± 0,8

tPA-акт (ед/гтк) 0,320 ± 0,023 0,17 ± 0,0151,2,3 1,22 ± 0,781,3 0,17 ± 0,0141,2,3

tPA-АГ (нг/гтк) 0,70 ± 0,053 0,66 ± 0,062,3 0,46 ± 0,041,3 0,88 ± 0,0712,3

PAI-I-акт (ед/гтк) 2,60 ± 0,23 1,77 ± 0,131,2,3 2,87 ± 0,213 2,37 ± 0,183

PAI-I-АГ (нг/гтк) 4,10 ± 0,33 2,43 ± 0,211,2,3 3,9 ± 0,333 4,8 ± 0,433

Самцы uPA +/+

uPA-акт (ед/г тк) 1,561 ± 0,10 1,65 ± 0,143 2,7 ± 0,21 1,9 ± 0,17

uPA-АГ (нг/г тк) 215,3 ± 16,8 181,6 ± 17,13 300,4 ± 24 210,3 ± 19

uPAR (пг/г тк) 110,3 ± 6,5 65,13 ± 5,71 73,48 ± 5,31 85,96 ± 7,21

РАР (нг/г тк) 14,52 ± 0,9 30,7 ± 2,9 48,8 ± 4,1 19,8 ± 1,7

ПГ (нг/г тк) 6,851 ± 0,5 15 ± 1,2 21,6 ± 1,9 13 ± 1,1

tPA-акт (ед/гтк) 0,551 ± 0,04 0,86 ± 0,07 2,4 ± 0,19 0,8 ± 0,06

tPA-АГ (нг/гтк) 2,981 ± 0,2 4,8 ± 0,381 11,6 ± 0,9 5,5 ± 0,42

PAI-I-акт (ед/гтк) 12,61 ± 1,02 52,5 ± 4,7 41,3 ± 3,8 59,4 ± 5,6

PAI-I-АГ (нг/гтк) 40,0 ± 3,5 28 ± 2,5 39 ± 3,4 54,8 ± 4,5

Примечание: 1 – различия статистически значимы относительно нормы у животных; 2 – по сравнению с опухолью; 3 – по сравнению  
с аналогичными образцами у uPA+/+ животных (р < 0,05)
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это уровень РАР и ПГ в перифокальной зоне самок 
uPA-/- оказался выше, чем у самок uPA+/+ в 1,3 раза 
и в 1,8 раза соответственно.

То есть в перифокальной зоне у самок мышей 
uPA+/+ через 3 недели роста меланомы также прак-
тически все звенья фибринолитической системы 
(за исключением ПГ и tPA активности) превосходи-
ли показатели в коже интактных животных, тогда 
как у uPA-/- мышей в перифокальной зоне по срав-
нению с кожей интактных животных выявлен рост 
только содержания ПГ, uPA и tPA без повышения их 
активностей, а также возросла активность PAI-I.

В непораженной опухолевым ростом коже у са-
мок uPA-/- были снижены практически все показа-
тели фибринолитической системы за исключением 
отсутствия отличий в РАР и uPAR по сравнению 
с образцами кожи у самок uPA+/+. Так, в образцах 
кожи при росте опухоли у самок uPA-/- активность 
и содержание uPA были ниже в 277,8 раза и в 781,3 
раза; активность и  содержание tPA в  4,4 раза 
и в 5,9 раза; активность и содержание PAI-I в 13 раз 
и 11,4 раза соответственно. Через 3 недели опухо-
левого роста динамика изменений исследован-
ных показателей в непораженной коже у самок 
uPA+/+ по сравнению с интактными мышами в це-
лом соответствовала направленности в опухоли 
и перифокальной зоне – наблюдалась активация 
фибринолитической системы, тогда как у самок 
uPA-/-, напротив, либо отсутствие изменений, либо 
снижение уровня РАР, активности и содержания 
tPA и содержания PAI-I по сравнению с интактными 
мышами этой же линии.

На этапе через 3 недели после перевивки объе-
мы первичных опухолей у  самцов uPA-/- были 
меньше, чем у животных с диким типом генов [15].

В образцах опухоли у самцов uPA-/- по сравне-
нию с аналогичными образцами у самцов uPA+/+ 
оказался снижен уровень плазмина в  3,4 раза 
и плазминогена в 2,2 раза (табл. 2). Активность 
и содержание uPA у самцов с нокаутом гена уро-
киназы были ниже, чем у животных с диким ти-
пом гена в 208 раз и в 3004 раза соответственно, 
а содержание и активность tPA были ниже в 25,2 
раза и в 2 раза соответственно. Кроме того, выяв-
лено снижение активности и концентрации PAI-I 
в 14,4 раза и в 10 раз соответственно.

Только содержание uPAR не имело отличий 
в зависимости от состояния гена урокиназы. То 
есть, если у самцов uPA+/+ в образцах опухоли по 
сравнению с интактной кожей (норма) возрастали 

практически все исследованные параметры фиб
ринолитической системы, за исключением уровня 
рецептора, то в меланоме у самцов uPA-/- отмечен 
только рост активности tPA и uPAR.

В перифокальной зоне у самцов uPA-/- по срав-
нению с перифокальной зоной самцов uPA+/+ были 
ниже активность и уровень uPA в 127 раз и в 538 раз 
соответственно и tPA в 25 раз и 11,4 раз соответ-
ственно, а PAI-I в 25 раз и 8,8 раза соответственно. 
При этом уровень uPAR, плазмина и ПГ в перифо-
кальной зоне не имел значимых отличий в зависи-
мости от состояния гена урокиназы. Оказалось, что 
при росте опухоли у uPA+/+ самцов в перифокаль-
ной зоне повышалось содержание РАР, РГ, а также 
активности и содержания tPA и PAI-I по сравнению 
с кожей соответствующих интактных животных, 
тогда как у самцов uPA-/-либо не изменялись по 
сравнению с интактной кожей, либо снижались.

В образцах непораженной кожи у самцов uPA- /- 
с меланомой В16/F10 по сравнению с показате-
лями в непораженной кожи у самцов uPA+/+ были 
ниже концентрации РАР и ПГ в среднем в 1,7 раза, 
активность и содержание uPA в 183 раза и в 726 
раза, активность и содержание tPA в 5,1 раза и в 7,3 
раза, активность и концентрация PAI-I в 29,7 раз 
и в 11,5 раза. Только уровень uPAR не имел зна-
чимых отличий. При этом следует отметить, что 
у uPA+/+ самцов и у мышей с нокаутом по гену 
урокиназы одинаковым в  непораженной коже 
при росте меланомы оказалось только отсутствие 
изменения активности и содержания uPА, а также 
снижение уровня PAI-I по сравнению с показате-
лями здоровой кожи соответствующих интактных 
животных. Остальные из изученных параметров 
изменялись разнонаправленно – у uPA-/- самцов 
либо снижались (PAP, ПГ, tPA активность), либо 
не изменялись (PAI-I активность, tPA содержание, 
uPAR), тогда как у  uPA+/+ выявлена активация 
(за исключение uPAR).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время известно, что урокиназа (uPA) 
секретируется во многих злокачественных клет-
ках, включая рак поджелудочной железы, молоч-
ной железы, колоректальный рак и ее экспрессия 
часто коррелирует с прогнозом течения заболева-
ния [4, 16]. Биологическая роль этой протеиназы – 
связаться с рецептором uPAR, чтобы стимулировать 
протеолитический каскад и превратить неактивные 
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протеазы, такие как плазмин и матриксная метал-
лопептидаза 9 (MMP‑9), в активные формы, тем 
самым наделяя опухолевые клетки способностью 
разрушать компоненты внеклеточного матрикса, 
активировать рост и метастазирование опухолевых 
клеток [17–19]. Следовательно, роль uPA в мигра-
ции, инвазии и метастазировании опухолевых кле-
ток несомненна [18].

Ранее мы получили подтверждение влияния 
нокаута гена урокиназы на опухолевый процесс, 
а именно существенное подавление роста объема 
опухоли и ее метастазирование у животных обоего 
пола [15]. Нами было установлено, что у интактных 
uPA-дефицитных мышей линии C57BL/6-PlautmI.IBug-
ThisPlau6FDhu/GFDhu в коже подавлен практически 
весь каскад регуляторов ПГ (за исключением содер-
жания рецептора урокиназы uPAR и содержания tPA 
только у самок). Мы предполагали обнаружить уве-
личение активности ряда ферментов, однако у ин-
тактных uPA-/- мышей регистрировалось увеличен-
ное содержание только плазмина. При дефиците uPA 
у мышей C57BL/6-PlautmI.IBug-ThisPlau6FDhu/GFDhu 
в нашем эксперименте активность плазмина могла 
найти и другие мишени. Мы считаем, что повышение 
у нокаутных мышей содержания РАР является свое-
образной компенсацией, способствуя при резком 
снижении урокиназы расщеплению ее рецептора.

Несмотря на существенное подавление фибрино-
литической системы у мышей uPA-/-, перевивная 
меланома росла, и хотя имела существенно мень-
шие объемы (особенно у самок) и редко метаста-
зировала (у самцов отсутствовали видимые мета-
стазы), продолжительность жизни животных двух 
линий не имела значимых различий. Кроме того, 
уровень плазмина в коже у интактных uPA-/- мышей 
превышал показатели у животных линии С57ВL/6. 
Эти моменты свидетельствуют о наличии альтер-
нативных биологических путей которыми «пользу-
ется» меланома для своего выживания в условиях 
нокаута гена урокиназы.

Одним из альтернативных путей в  условиях 
нокаута гена урокиназы может быть uPAR, извест-
ный как CD‑87, который высоко экспрессируется 
в  различных опухолевых клетках, а  различные 
сигналы, регулируемые uPAR, играют важную роль 
в пролиферации и метастазировании неоплазмы, 
связанном с опухолью гликолизе, а также микро-
окружении опухоли и ее ангиогенезе [20]. Имеются 
данные о том, что именно uPAR регулирует мигра-
цию клеток меланомы за счет сборки в сложных 

регуляторных единицах с трансмембранными ре-
цепторами [21].

В нашем исследовании показано, что на фоне су-
щественного подавления урокиназы уровень рецеп-
тора uPAR в интактной коже у самок не изменился, 
а у самцов хотя и выявлено почти двукратное сни-
жение его концентрации, однако его содержание 
в опухоли и окружающих ее тканях на фоне роста 
меланомы В16/F10 не имеет значимых отличий от 
показателей у животных с диким типом генома. 
Известно, что uPAR конкурирует с uPA за участие 
во многих не протеолитических биологических про-
цессах, таких как миграция, адгезия, пролиферация 
клеток и ангиогенез [22]. То есть, у мышей uPA-/- 
функции uPA могли выполняться uPAR. В нашем 
исследовании у самок uPA-/- уровень урокиназного 
рецептора в исследованных образцах не изменялся 
по отношению к показателям у интактных живот-
ных, тогда как у самцов в образцах опухоли воз-
растал, что сопровождалось большими объемами 
меланомы у самцов по сравнению с самками.

Ряд исследований подтверждает, что снижение 
экспрессии uPAR на клеточной поверхности смягча-
ет развитие характерных признаков рака, вызван-
ных мутациями PIK3CA и KRas при колоректаль-
ном раке [23], а взаимодействуя с uPA и IGF1R, uPAR 
способен усиливать злокачественный потенциал 
тройного негативного рака молочной железы [24]. 
Клинические наблюдения подтверждаются экспе-
риментальными исследованиями, в которых нокаут 
гена uPAR у мышей приводит к остановке G2/M, 
тем самым подавляя пролиферацию клеток [25]. 
Имеются исследования о возможности применения 
ингибиторов uPA для замедления роста опухоли 
и метастазирования [26].

Считают, что сверхэкспрессия uPAR в клетках ме-
ланомы человека контролирует инвазивный и глико-
литический фенотип. Уже установленные пути, опо-
средованные uPAR, включают интегрин-зависимую 
ассоциацию uPAR как минимум с четырьмя система-
ми IL-TKR: EGFR, IGFR, PDGFR и MET [27]. Результаты 
наших исследований показали существенное уве-
личение уровня uPAR в образцах опухоли и ее пери-
фокальной зоны у мышей uPA+/+, тогда как у самок 
uPA-/- такая закономерность не прослеживалась, 
и только у самцов uPA-/- в образцах опухоли воз-
растала концентрация рецептора урокиназы. Слож-
ность различных молекулярных путей позволяет 
злокачественным клеткам продолжать пролифе-
рировать и мигрировать даже в условиях дефицита 
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урокиназы, используя uPA-независимые пути про-
теолитической активации факторов ангиогенеза. 
Это было подтверждено проведенными нами ранее 
исследованиями факторов ангиогенеза у животных 
с нокаутом по гену урокиназы, демонстрирующими 
повышенное содержание в  непораженной коже 
VEGF-A и особенно VEGF-С у самок мышей uPA-/- [28].

В то же время стоит понимать, что нокаут по гену 
урокиназы является своеобразным искусственно 
вызванным генетическим коморбидным заболева-
нием, в результате которого происходит угнетение 
фибринолитической системы не только в кожных 
покровах, но и в других органах и системах. Участие 
фибринолитической системы в различных физио-
логических процессах, заживлении ран, а также в со-
хранении нейронов мозга после различных ишеми-
ческих повреждений свидетельствует о возможной 
недостаточности этих процессов у животных uPA-/-.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Тот факт, что у мышей uPA-/-, несмотря на крайне 
малые объемы первичной опухоли и редкое мета-
стазирование, опухолевая болезнь вызывала ги-
бель животных на тех же сроках, что и у животных 
uPA+/+, свидетельствует о существенном влиянии 
опухолевой болезни на все регуляторные системы 
организма вне зависимости от размера неоплазмы. 
Наше исследование подтвердило положение о том, 
что применение препаратов, ингибирующих пути 
урокиназы, может быть перспективно в лечении 
заболевания за счет замедления роста объема 
неоплазмы и ее метастазирования, но не является 
панацеей, так как действие злокачественной опу-
холи на организм гораздо более сложное, поэтому 
требуются дальнейшие исследования патогенеза 
злокачественного роста.

Список источников

1.	 Ismail AA, Shaker BT, Bajou K. The Plasminogen-Activator Plasmin System in Physiological and Pathophysiological Angio-
genesis. Int J Mol Sci. 2021 Dec 29;23(1):337. https://doi.org/10.3390/ijms23010337

2.	 Brungs D, Chen J, Aghmesheh M, Vine KL, Becker TM, Carolan MG, et al. The urokinase plasminogen activation system in 
gastroesophageal cancer: A systematic review and meta-analysis. Oncotarget. 2017 Apr 4;8(14):23099–23109. 

	 https://doi.org/10.18632/oncotarget.15485
3.	 Wyganowska-Świątkowska M, Tarnowski M, Murtagh D, Skrzypczak-Jankun E, Jankun J. Proteolysis is the most fundamen-

tal property of malignancy and its inhibition may be used therapeutically (Review). Int J Mol Med. 2019 Jan;43(1):15–25. 
https://doi.org/10.3892/ijmm.2018.3983

4.	 Shantha Kumara H, Poppy A, Gamage DN, Mitra N, Yan X, Hedjar Y, et al. Compared to preoperative plasma levels post-oper-
ative urokinase-type plasminogen activator-1 levels are persistently elevated for 6 weeks after minimally invasive colorectal 
resection. J Gastrointest Oncol. 2023 Feb 28;14(1):187–197. https://doi.org/10.21037/jgo-22-113

5.	 Ogino R, Yokooji T, Hayashida M, Suda S, Yamakawa S, Hayashida K. Emerging Anti-Inflammatory Pharmacotherapy and 
Cell-Based Therapy for Lymphedema. Int J Mol Sci. 2022 Jul 9;23(14):7614. https://doi.org/10.3390/ijms23147614

6.	 Elmoselhi AB. Advantages of Understanding the Molecular Mechanisms of Angiogenesis in Various Physiological and 
Pathological Conditions. Int J Mol Sci. 2023 Mar 12;24(6):5412. https://doi.org/10.3390/ijms24065412

7.	 Кит О. И., Франциянц Е. М., Котиева М. М., Каплиева И. В., Трепитаки Л. К., Бандовкина В. А. и др. Динамика 
тканевой системы регуляторов плазминогена при меланоме кожи на фоне хронической боли у самок мышей. 
Трансляционная медицина. 2018;5(2):38–46. https://doi.org/10.18705/2311-4495-2018-5-2-38-46, EDN: XRHEOL

8.	 Кит О. И., Франциянц Е. М., Козлова Л. С., Каплиева И. В., Бандовкина В. А., Погорелова Ю. А. и др. Урокиназа и ее 
рецептор в меланоме кожи, воспроизведенной на фоне хронической нейрогенной боли, у мышей обоего пола в 
сравнительном аспекте. Вопросы онкологии. 2020;66(4):445–450. 

	 https://doi.org/10.37469/0507-3758-2020-66-4-445-450, EDN: HMDEUV
9.	 Франциянц Е. М., Бандовкина В. А., Погорелова Ю. А., Ткаля Л. Д., Черярина Н. Д. Активность компонентов си-

стемы активации плазминогена и некоторых факторов неоангиогенеза в динамике развития перевиваемой 
меланомы В16/F10. Современные проблемы науки и образования. 2015;(5):617. EDN: YTIGLR

10.	 Кит О. И., Франциянц Е. М., Козлова Л. С., Каплиева И. В., Бандовкина В. А., Погорелова Ю. А. и др. Урокиназа и ее 
рецептор в меланоме кожи, воспроизведенной на фоне хронической нейрогенной боли, у мышей обоего пола в 
сравнительном аспекте Вопросы онкологии. 2020; 66(4):445–450. 

	 https://doi.org/10.37469/0507-3758-2020-66-4-445-450

South Russian Journal of Cancer 2024. Vol. 5, No. 2. P. 14-24
Frantsiyants E. M., Bandovkina V. A.�, Surikova E. I., Kaplieva I. V., Pogorelova Yu. A., Neskubina I. V., Trepitaki L. K., Cheryarina N. D., Ushakova N. D., Ishonina O. G., 
Gusareva M. A., Udalenkova I. A. Units of fibrinolytic system in mice with urokinase gene knockout in presence of growing B16/F10 melanoma 



23

11.	 Frese KK, Tuveson DA. Maximizing mouse cancer models. Nat Rev Cancer. 2007 Sep;7(9):645–658. 	
	 https://doi.org/10.1038/nrc2192
12.	 Lampreht Tratar U, Horvat S, Cemazar M. Transgenic Mouse Models in Cancer Research. Front Oncol. 2018;8:268. 
	 https://doi.org/10.3389/fonc.2018.00268
13.	 Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Научный центр экспертизы 

средств медицинского применения Минздравсоцразвития России. Том Часть 1. Москва: Гриф и К, 2012, 944 с. 
EDN SDEWMP

14.	 Dingemans KP, van Spronsen R, Thunnissen E. B16 melanoma metastases in mouse liver and lung. I. Localization. Invasion 
Metastasis. 1985;5(1):50–60.

15.	 Франциянц Е. М., Каплиева И. В., Сурикова Е. И., Нескубина И. В., Бандовкина В. А., Трепитаки Л. К. и др. Влия-
ние нокаута по гену урокиназы на рост меланомы в эксперименте. Сибирский научный медицинский журнал. 
2019;39(4):62–70. https://doi.org/10.15372/SSMJ20190408, EDN: PLXEYI

16.	 Leth JM, Ploug M. Targeting the Urokinase-Type Plasminogen Activator Receptor (uPAR) in Human Diseases With a View 
to Non-invasive Imaging and Therapeutic Intervention. Front Cell Dev Biol. 2021;9:732015. 

	 https://doi.org/10.3389/fcell.2021.732015
17.	 Mahmood N, Mihalcioiu C, Rabbani SA. Multifaceted Role of the Urokinase-Type Plasminogen Activator (uPA) and Its Re-

ceptor (uPAR): Diagnostic, Prognostic, and Therapeutic Applications. Front Oncol. 2018;8:24. 
	 https://doi.org/10.3389/fonc.2018.00024
18.	 Ding Y, Niu W, Zheng X, Zhou C, Wang G, Feng Y, et al. Plasminogen activator, urokinase enhances the migration, invasion, 

and proliferation of colorectal cancer cells by activating the Src/ERK pathway. J Gastrointest Oncol. 2022 Dec;13(6):3100–
3111. https://doi.org/10.21037/jgo-22-1215

19.	 Zhai BT, Tian H, Sun J, Zou JB, Zhang XF, Cheng JX, et al. Urokinase-type plasminogen activator receptor (uPAR) as a ther-
apeutic target in cancer. J Transl Med. 2022 Mar 18;20(1):135. https://doi.org/10.1186/s12967-022-03329-3

20.	 Lv T, Zhao Y, Jiang X, Yuan H, Wang H, Cui X, et al. uPAR: An Essential Factor for Tumor Development. J Cancer. 
2021;12(23):7026–7040. https://doi.org/10.7150/jca.62281

21.	 Ragone C, Minopoli M, Ingangi V, Botti G, Fratangelo F, Pessi A, et al. Targeting the cross-talk between Urokinase receptor 
and Formyl peptide receptor type 1 to prevent invasion and trans-endothelial migration of melanoma cells. J Exp Clin Can-
cer Res. 2017 Dec 8;36(1):180. https://doi.org/10.1186/s13046-017-0650-x

22.	 Chen JS, Chang LC, Wu CZ, Tseng TL, Lin JA, Lin YF, et al. Significance of the urokinase-type plasminogen activator and its 
receptor in the progression of focal segmental glomerulosclerosis in clinical and mouse models. J Biomed Sci. 2016 Feb 
4;23:24. https://doi.org/10.1186/s12929-016-0242-7

23.	 Ahn SB, Mohamedali A, Pascovici D, Adhikari S, Sharma S, Nice EC, et al. Proteomics Reveals Cell-Surface Urokinase Plas-
minogen Activator Receptor Expression Impacts Most Hallmarks of Cancer. Proteomics. 2019 Nov;19(21–22):e1900026. 
https://doi.org/10.1002/pmic.201900026

24.	 Huber MC, Mall R, Braselmann H, Feuchtinger A, Molatore S, Lindner K, et al. uPAR enhances malignant potential of tri-
ple-negative breast cancer by directly interacting with uPA and IGF1R. BMC Cancer. 2016 Aug 8;16:615. 

	 https://doi.org/10.1186/s12885-016-2663-9
25.	 Gogineni VR, Nalla AK, Gupta R, Dinh DH, Klopfenstein JD, Rao JS. Chk2-mediated G2/M cell cycle arrest maintains radia-

tion resistance in malignant meningioma cells. Cancer Lett. 2011 Dec 26;313(1):64–75. 
	 https://doi.org/10.1016/j.canlet.2011.08.022
26.	 Hosen SMZ, Uddin MN, Xu Z, Buckley BJ, Perera C, Pang TCY, et al. Metastatic phenotype and immunosuppressive tumour 

microenvironment in pancreatic ductal adenocarcinoma: Key role of the urokinase plasminogen activator (PLAU). Front 
Immunol. 2022;13:1060957. https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.1060957

27.	 Laurenzana A, Chillà A, Luciani C, Peppicelli S, Biagioni A, Bianchini F, et al. uPA/uPAR system activation drives a glycolytic 
phenotype in melanoma cells. Int J Cancer. 2017 Sep 15;141(6):1190–1200. https://doi.org/10.1002/ijc.30817

28.	 Кит О. И., Франциянц Е. М., Каплиева И. В., Сурикова Е. И., Нескубина И. В., Бандовкина В. А. и др. Динамика факторов 
ангиогенеза у мышей линии C57BL/6-PLAUTMI. IBUG-THIS PLAU6FDHU/GFDHU при меланоме, развивающейся на 
фоне хронической нейрогенной боли. Вопросы онкологии. 2020;66(4):439–444. 

	 https://doi.org/10.37469/0507-3758-2020-66-4-439-444, EDN: RIXXPH

Южно-Российский онкологический журнал 2024. Т. 5, № 2. С. 14-24
Франциянц Е. М., Бандовкина В. А.�, Сурикова Е. И., Каплиева И. В., Погорелова Ю. А., Нескубина И. В., Трепитаки Л. К., Черярина Н. Д., Ушакова Н. Д., 

Ишонина О. Г., Гусарева М. А., Удаленкова И. А. Звенья фибринолитической системы у мышей с нокаутом по гену урокиназы на фоне роста меланомы В16/F10 

https://doi.org/10.1016/j.canlet.2011.08.022


24

Информация об авторах:
Франциянц Елена Михайловна – д.б.н., профессор, заместитель генерального директора по научной работе, ФГБУ «Национальный меди-
цинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской Федерации, г. Ростов-на-Дону, Российская 
Федерация
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3618-6890, SPIN: 9427-9928, AuthorID: 462868, ResearcherID: Y-1491-2018, Scopus Author ID: 55890047700 

Бандовкина Валерия Ахтямовна � – д.б.н., старший научный сотрудник лаборатории изучения патогенеза злокачественных опухолей, 
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской Федерации,  
г. Ростов-на-Дону, Российская Федерация
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2302-8271, SPIN: 8806-2641, AuthorID: 696989, ResearcherID: AAG-8708-2019, Scopus Author ID: 57194276288

Сурикова Екатерина Игоревна – к.б.н., старший научный сотрудник лаборатории изучения патогенеза злокачественных опухолей,  
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской Федерации,  
г. Ростов-на-Дону, Российская Федерация
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4318-7587, SPIN: 2401-4115, AuthorID: 301537, ResearcherID: AAG-8748-2019, Scopus Author ID: 6507092816

Каплиева Ирина Викторовна – д.м.н., руководитель лабораторией изучения патогенеза злокачественных опухолей, ФГБУ «Националь-
ный медицинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской Федерации, г. Ростов-на-Дону,  
Российская Федерация
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-3972-2452, SPIN: 5047-1541, AuthorID: 734116, ResearcherID: ААЕ-3540-2019, Scopus Author ID: 23994000800

Погорелова Юлия Александровна – к.б.н., старший научный сотрудник лаборатории изучения патогенеза злокачественных опухолей, 
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской Федерации,  
г. Ростов-на-Дону, Российская Федерация
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2674-9832, SPIN: 2168-8737, AuthorID: 558241, ResearcherID: AAE-4168-2022, Scopus Author ID: 37026863400

Нескубина Ирина Валерьевна – к.б.н., старший научный сотрудник лаборатории изучения патогенеза злокачественных опухолей,  
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской Федерации,  
г. Ростов-на-Дону, Российская Федерация
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7395-3086, SPIN: 3581-8531, AuthorID: 794688, ResearcherID: AAG-8731-2019, Scopus Author ID: 6507509066 

Трепитаки Лидия Константиновна – к.б.н., научный сотрудник лаборатории изучения патогенеза злокачественных опухолей,  
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской Федерации,  
г. Ростов-на-Дону, Российская Федерация
ORCID: http://orcid.org/0000-0002-9749-2747, SPIN: 2052-1248, AuthorID: 734359, ResearcherID: AAG-9218-2019, Scopus Author ID: 55357624700

Черярина Наталья Дмитриевна – врач-лаборант лаборатории изучения патогенеза злокачественных опухолей, ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской Федерации, г. Ростов-на-Дону, Россий-
ская Федерация
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-3711-8155, SPIN: 2189-3404, AuthorID: 558243, Scopus Author ID: 56204439400
 
Ушакова Наталья Дмитриевна – д.м.н., профессор, врач анестезиолог-реаниматолог отделения анестезиологии и реанимации,  
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской Федерации,  
г. Ростов-на-Дону, Российская Федерация
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0068-0881, SPIN: 9715-2250, AuthorID: 571594, Scopus Author ID: 8210961900

Ишонина Оксана Георгиевна – к.б.н., заведующий отделом подготовки и переподготовки специалистов, ФГБУ «Национальный меди-
цинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской Федерации, г. Ростов-на-Дону, Российская 
Федерация; доцент кафедры медицинской биологии и генетики ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский университет» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, г. Ростов-на-Дону, Российская Федерация
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-5300-1213, SPIN: 4051-5165, AuthorID: 612417, Scopus Author ID: 37115461900

Гусарева Марина Александровна – к.м.н., заведующий отдела радиотерапии, ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский 
центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской Федерации, г. Ростов-на-Дону, Российская Федерация
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9426-9662, SPIN: 9040-5476, AuthorID: 705242

Удаленкова Ирина Александровна – к.м.н., врач-онколог отделения противоопухолевой лекарственной терапии, ФГБУ «Националь-
ный медицинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской Федерации, г. Ростов-на-Дону,  
Российская Федерация
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0075-6935, SPIN: 2175-4570, AuthorID: 974753

Вклад авторов:
Франциянц Е. М., Бандовкина В. А., Каплиева И. В. – разработка концепции и дизайна эксперимента, написание исходного текста, анализ 
и интерпретация данных, окончательное утверждение рукописи для публикации;
Сурикова Е. И., Черярина Н. Д. – статистическая обработка результатов, техническое редактирование и подготовка рукописи к публикации;
Погорелова Ю. А., Нескубина И. В., Трепитаки Л. К. – проведение эксперимента, выполнение ИФА-анализа;
Ушакова Н. Д., Ишонина О. Г. – научное редактирование, доработка текста, подбор литературы, оформление библиографии;
Гусарева М. А., Удаленкова И. А. – научное редактирование, доработка текста.
Все авторы сделали эквивалентный вклад в подготовку публикации.

South Russian Journal of Cancer 2024. Vol. 5, No. 2. P. 14-24
Frantsiyants E. M., Bandovkina V. A.�, Surikova E. I., Kaplieva I. V., Pogorelova Yu. A., Neskubina I. V., Trepitaki L. K., Cheryarina N. D., Ushakova N. D., Ishonina O. G., 
Gusareva M. A., Udalenkova I. A. Units of fibrinolytic system in mice with urokinase gene knockout in presence of growing B16/F10 melanoma 



25

4.0

Южно-Российский 
онкологический журнал

South Russian Journal 
of Cancer

Tом 5
№ 2, 2024

Для цитирования: Кит О. И., Бондаренко О. К., Геворкян Ю. А., Солдаткина Н. В., Гусарева М. А., Кошелева Н. Г., Солнцева А. А., Петров Д. С., 
Савченко Д. А. Особенности аноректальной функции после лучевой терапии у больных раком прямой кишки. Южно-Российский онкологический 
журнал. 2024; 5(2):25-34. https://doi.org/10.37748/2686-9039-2024-5-2-3, https://elibrary.ru/cmrrin

Для корреспонденции: Бондаренко Ольга Константиновна – аспирант, ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, г. Ростов-на-Дону, Российская Федерация
Адрес: 344037, Российская Федерация, г. Ростов-на-Дону, ул. 14‑я линия, д. 63
E-mail: bondarenko.olga@yandex.ru
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9543-4551
SPIN: 7411-8638, AuthorID: 1223821

Соблюдение этических стандартов: в работе соблюдались этические принципы, предъявляемые Хельсинкской декларацией Всемирной 
медицинской ассоциации (World Medical Association Declaration of Helsinki, 1964, ред. 2013). Исследование одобрено Комитетом по 
биомедицинской этике при ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской 
Федерации (выписка из протокола заседания № 28 от 09.09.2022 г.). Информированное согласие получено от всех участников исследования

Финансирование: финансирование данной работы не проводилось

Конфликт интересов: Кит О. И., Солдаткина Н. В. являются членами редакционной коллегии журнала «Южно-Российский онкологический журнал» 
с 2019 г., но не имеют никакого отношения к решению опубликовать эту статью. Статья прошла принятую в журнале процедуру рецензирования. 
Об иных конфликтах интересов авторы не заявляли

Статья поступила в редакцию 03.11.2023; одобрена после рецензирования 26.03.2024; принята к публикации 09.05.2024

© Кит О. И., Бондаренко О. К., Геворкян Ю. А., Солдаткина Н. В., Гусарева М. А., Кошелева Н. Г., Солнцева А. А., Петров Д. С., Савченко Д. А., 2024

Особенности аноректальной функции после лучевой терапии у больных 
раком прямой кишки
О. И. Кит, О. К. Бондаренко�, Ю. А. Геворкян, Н. В. Солдаткина, М. А. Гусарева, Н. Г. Кошелева, 
А. А. Солнцева, Д. С. Петров, Д. А. Савченко 

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской Федерации,  
г. Ростов-на-Дону, Российская Федерация
� bondarenkoo.olga@yandex.ru 

РЕЗЮМЕ

Цель исследования. Изучение функции сфинктерного аппарата у больных раком прямой кишки после химиолучевой 
терапии с помощью метода аноректальной манометрии высокого разрешения.
Пациенты и методы. В исследовании принимали участие 30 больных раком среднеампулярного и нижнеампуляр-
ного отделов прямой кишки, проходивших комбинированное лечение в ФГБУ «Национальный медицинский иссле-
довательский центр онкологии» Министерства здравоохранения Российской Федерации. Пациентам выполнялся 
курс неоадьювантной дистационной гамма-терапии с применением капецитабина. Для изучения функциональных 
параметров сфинктерного аппарата выполняли аноректальную манометрию высокого разрешения до начала лече-
ния и через 2 мес. после завершения химиолучевой терапии. Степень выраженности аноректальной дисфункции 
оценивали с использованием шкалы анальной инконтиненции Wexner.
Результаты. После проведения неоадьювантной химиолучевой терапии по данным аноректальной манометрии 
высокого разрешения показатель среднего давления анального канала в состоянии покоя снижался в 1,4 раза 
(р < 0,05), а среднее абсолютное давление сжатия при волевом сокращении уменьшалось в 1,2 раза (р = 0,0012). 
Сравнительная оценка максимального абсолютного давления сжатия на данном этапе лечения не позволила про-
следить достоверного отличия между его значением до начала лучевой терапии и через 2 мес. после ее завершения 
(р > 0,05). У 23 пациентов было отмечено увеличение пороговых объемов чувствительности (р = 0,16). Применение 
шкалы Wexner не показало статистически значимого изменения медианы баллов по результатам опросов пациентов 
после завершения лечения (5,2 против 5,5 баллов, р > 0,05).
Заключение. Лучевая терапия оказывает влияние на аноректальную функцию, что может способствовать возник-
новению синдрома низкой передней резекции после хирургического лечения. По этой причине в настоящее время 
необходимо учитывать риски развития аноректальной дисфункции. Не менее важным является использование 
методов профилактики синдрома низкой передней резекции для больных, получивших комбинированное лечение 
по поводу рака прямой кишки.

Ключевые слова: синдром низкой передней резекции, аноректальная манометрия высокого разрешения, 
неоадьювантная химиолучевая терапия
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ABSTRACT

Purpose of the study. To study the function of the sphincter in patients with rectal cancer after chemoradiotherapy using the 
method of high-resolution anorectal manometry.
Patients and methods. The study included 30 patients with cancer of the middle and lower ampullary rectum, who underwent 
combined treatment at the National Medical Research Center of Oncology. The patients underwent a course of neoadjuvant 
gamma radiation therapy using capecitabine. High-resolution anorectal manometry was performed before the start of treat-
ment and 2 months after completion of chemoradiotherapy to study the functional parameters of the sphincter apparatus. 
The severity of anorectal dysfunction was assessed using the Wexner anal incontinence scale.
Results. According to high-resolution anorectal manometry, the average pressure of the anal canal at rest decreased by 1.4 times 
(p < 0.05), and the average absolute compression pressure with voluntary contraction decreased by 1.2 times (p = 0.0012) 
after neoadjuvant chemoradiotherapy. A comparative assessment of the maximum absolute compression pressure at this 
stage of treatment did not allow us to trace a significant difference between its value before the start of radiation therapy 
and 2 months after its completion (p > 0.05). An increase in threshold sensitivity volumes was noted in 23 patients (p = 0.16). 
The use of the Wexner scale didn’t show a statistically significant change in the median scores according to the results of 
patient surveys following the completion of treatment (5.2 vs. 5.5 points, p > 0.05).
Conclusions. Radiation therapy has an effect on anorectal function, which may contribute to the occurrence of low anterior 
resection syndrome after surgical treatment. For this reason, it is now necessary to carefully consider the risks of developing 
anorectal dysfunction. Equally important is the use of methods for the prevention of low anterior resection syndrome for 
patients who have received combined treatment for rectal cancer.

Keywords: low anterior resection syndrome, high-resolution anorectal manometry, neoadjuvant chemoradiotherapy
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аноректальной функции после лучевой терапии у больных раком прямой кишки 

ВВЕДЕНИЕ

В  2020  г. во всем мире было выявлено 
1 931 590 новых случаев колоректального рака 
и 935 173 смертей, в России эти показатели заболе-
ваемости и смертности составляли 77 213 и 42 079 
случаев соответственно [1]. Данные статистики 
свидетельствуют о том, что проблема диагностики 
и лечения рака прямой кишки продолжает оста-
ваться актуальной.

Стандартом лечения пациентов с местнораспро-
страненным раком среднеампулярного и нижне-
ампулярного отделов прямой кишки является про-
ведение неоадъювантной химиолучевой терапии 
с последующим хирургическим лечением с выпол-
нением тотальной мезоректумэктомии. Важным 
аспектом в лечении рака прямой кишки остается 
органосохраняющая стратегия с применением нер-
восберегающих методик [2]. Сохранение целост-
ности и функциональной активности сфинктерного 
аппарата позволяет избежать необходимости фор-
мирования пожизненной колостомы и улучшает 
качество жизни пациентов [3].

Применение лучевой терапии на первом этапе 
комбинированного лечения позволяет снизить риск 
местного рецидива за счет уменьшения размера 
опухолевого процесса и улучшить долгосрочную 
выживаемость пациентов [4, 5]. Современная моди-
фицированная лучевая терапия способствует не 
только уменьшению размера первичной опухоли, 
но и снижает площадь облучения окружающих тка-
ней [6]. Тем не менее, проведение неоадъювант-
ной химиолучевой терапии может отрицательно 
сказаться на работе сфинктерного аппарата пря-
мой кишки [7]. В связи с увеличением числа сфинк-
теросохраняющих оперативных вмешательств 
и проведением неадьювантной лучевой терапии 
в последние годы все больше внимания уделяется 
функциональным результатам [8, 9]. Системати-
ческие обзоры рассматривают лучевую терапию 
как один из значимых факторов риска дисфункции 
кишечника [10].

По данным ряда авторов, действие лучевой тера-
пии связано с развитием фиброзных изменений 
в структурах и тканях, подвергающихся облуче-
нию [6, 11]. Способствуя уменьшению эластичности 
прямой кишки за счет утолщения ее стенки, луче-
вая терапия приводит к ухудшению долгосрочных 
функциональных результатов [12]. При близком 
расположении первичной опухоли по отношению 

к анальному каналу сфинктерный аппарат часто 
также находится в поле высоких доз облучения, 
что может оказывать влияние на тонус сфинктеров, 
снижая сократительную способность запиратель-
ного аппарата [10].

Изменения функционирования сфинктерного 
аппарата могут включать увеличение частоты 
позывов и ухудшение контроля отхождения газов 
и дефекации с возможным развитием инконти-
ненции [13]. Подобные клинические проявления 
могут возникать с различной частотой у больных 
раком прямой кишки после низкой передней резек-
ции [14]. Поэтому актуальным является изучение 
аноректальной функции на разных этапах лече-
ния с целью разработки индивидуальных мето-
дов профилактики развития и коррекции данной 
симптоматики.

Система оценки симптомов аноректальной 
дисфункции включает в себя различные опрос-
ники, наиболее широко используемыми из кото-
рых являются шкалы LARS и Wexner. В анализе 
рандомизированного клинического исследования 
FOWARC неоадъювантная лучевая терапия была 
связана с худшим показателем LARS и качеством 
жизни [15]. Однако вопрос о влиянии неоадъю-
вантной терапии на функциональные результаты 
у пациентов после комбинированного лечения рака 
прямой кишки в настоящее время остается диску-
табельным.

Объективная оценка функции сфинктерного 
аппарата прямой кишки может быть получена при 
выполнении аноректальной манометрии высо-
кого разрешения. Данный метод исследования 
представляет распределение давления в аналь-
ном канале как в состоянии покоя, так и при вы-
полнении физиологических проб. Преимущество 
аноректальной манометрии высокого разрешения 
заключается в использовании более высокого фи-
зиологического разрешения, создаваемого увели-
ченной плотностью чувствительных датчиков и их 
расположением по окружности [16]. Аноректальная 
манометрия высокого разрешения отображает из-
менения аноректальной активности в покое и при 
различных функциональных пробах в виде цвет-
ного контурного графика [17].

Цель исследования: изучение показателей функ-
ционального состояния сфинктерного аппарата 
у больных раком прямой кишки после химиолуче-
вой терапии с помощью метода аноректальной 
манометрии высокого разрешения.



28

South Russian Journal of Cancer 2024. Vol. 5, No. 2. P. 25-34
Kit O. I., Bondarenko O. K.�, Gevorkyan Yu. A., Soldatkina N. V., Gusareva M. A., Kosheleva N. G., Solntseva A. A., Petrov D. S., Savchenko D. A. Features of anorectal 
function after radiation therapy in patients with rectal cancer 

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Был выполнен анализ изменения аноректальной 
функции сфинктерного аппарата у пациентов, про-
ходивших наблюдение и лечение в период с 2022 
по 2023 гг. в ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр онкологии» Министер-
ства здравоохранения Российской Федерации. 
В исследование вошли 30 больных с подтвержден-
ным диагнозом рака средне- и нижнеампулярного 
отделов прямой кишки. На момент лечения сред-
ний возраст больных составлял 63,2 года (от 40 до 
76 лет). При этом мужчин было 60 % (18 пациентов), 
женщин – 40 % (12 пациенток). По результатам гис
тологического анализа у пациентов наблюдалась 
аденокарцинома с преобладанием умереннодиф-
ференцированной формы опухоли (56,7 %). У 16 
пациентов (53,3 %) первичный опухолевый очаг рас-
полагался на расстоянии ≤ 5 см от аноректального 
перехода. Медиана расстояния от нижнего края 
опухоли до анодермального перехода составила 
6,5 см (3–10 см).

Пациентам проводилась конформная дистанци-
онная лучевая терапия с разовой очаговой дозой 
2 Гр 5 раз в неделю до суммарной очаговой дозы 
50–54 Гр на первичный опухолевый очаг и 44 Гр 
на пути регионарного метастазирования. Лучевая 
терапия сопровождалась модификацией капецита-
бином дозировкой 1650 мг/м2 в сутки внутрь в два 
приема в дни проведения сеансов.

Для изучения функциональных параметров 
сфинктерного аппарата прямой кишки выпол-
няли аноректальную манометрию высокого раз-
решения с помощью водно-перфузионной техники 
с использованием 8‑канального катетера прибора 
WMP Solar GI (MMS, Голландия). Исследование 
проводилось до начала лечения и через 2 мес. 
после окончания химиолучевой терапии. Выпол-
нение аноректальной манометрии осуществля-
лось по стандартной методике в положении паци-
ента с согнутыми коленными и тазобедренными 
суставами. Оценивали уровень среднего аналь-
ного давления в анальном канале в состоянии 
покоя и уровней среднего и максимального дав-
ления сжатия. Для исследования чувствитель-
ности и резервуарной функции прямой кишки 
регистрировали первое ректальное ощущение, 
объем при первом позыве к дефекации и мак-
симально переносимый объем при наполнении 
баллона воздухом.

Степень выраженности дисфункции сфинктер-
ного аппарата прямой кишки по клинической града-
ции оценивали с использованием шкалы анальной 
инконтиненции Wexner. Результаты шкалы пред-
ставляются в виде баллов от 0 до 20, при этом 
недержание кишечного содержимого устанавли-
вается при наборе 12 баллов и более.

В соответствии с критерием Шапиро-Уилка рас-
смотренные параметры в исследовании имели 
распределение, отличное от нормального. Стати-
стическая обработка данных проводилась с исполь-
зованием пакета Statistica 13.0. Количественные 
данные в нашем исследовании были представлены 
медианой (Me) и значениями квартилей Q1 и Q3 
в формате Me (Q1–Q3). Для сравнения переменных 
двух выборок (до и после проведения химиолуче-
вой терапии) использовали непараметрический 
критерий Манна-Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

С момента начала заболевания раком прямой 
кишки у пациентов клинические проявления опухо-
левого поражения варьировали от эпизодов кишеч-
ного дискомфорта и нерегулярного стула до непроиз-
вольной дефекации. Из общей группы исследования 
в 16 случаях (53,3 %) – жидкий стул чаще 5 раз в день, 
у 12 больных (40 %) отмечались ложные позывы 
к дефекации, у 7 больных (23,3 %) встречались про-
явления анальной инконтиненции в виде случаев 
неконтролируемого отхождения газов и у 4 из них 
(13,3 %) – недержание кишечного содержимого.

Функциональные изменения внутреннего аналь-
ного сфинктера отражают параметры анального 
давления покоя. При сравнении полученных пока-
зателей уровень среднего анального давления в по-
кое у пациентов снижался в 1,4 раза после заверше-
ния курса химиолучевой терапии (р < 0,05) (Рис. 1).

Подобная тенденция отмечалась и при оценке 
среднего абсолютного давления сжатия при воле-
вом сокращении. Через 2 мес. после завершения 
лучевой терапии его показатель у пациентов умень-
шался в 1,2 раза (р = 0,0012). Сравнительная оценка 
максимального абсолютного давления сжатия на 
данном этапе лечения не позволила проследить 
достоверного отличия между его значением до 
начала лучевой терапии и через 2 мес. после ее 
завершения (р > 0,05). Значения полученных пара-
метров аноректальной манометрии высокого раз-
решения представлены в табл. 1.
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Обращало на себя внимание снижение вынос-
ливости волевого сокращения и повышение мышеч-
ной утомляемости при функциональных пробах. По 
завершении химиолучевой терапии наблюдалось 
снижение медианы продолжительности сокращения 
сфинктера в среднем с 22 сек. от исходного состоя-
ния до 18 сек. Также у 23 пациентов было отмечено 
увеличение пороговых объемов чувствительности, 
однако статистической разницы при сравнении дан-
ных показателей выявлено не было (р = 0,16).

Изучение аноректальной функции по шкале 
Wexner не показало статистически значимого изме-
нения медианы баллов по результатам опросов па-
циентов после завершения неоадьювантного этапа 
лечения (5,2 балла и 5,5 баллов до начала лечения 
и после лучевой терапии соответственно, р > 0,05). 
До начала лечения минимальная оценка в 2 балла по 
шкале Wexner наблюдалась у 11 пациентов (36,7 %), 
при этом у 7 из них (23,3 %) после лучевой терапии 
минимальный порог увеличился до 4 баллов. Наря-
ду с этим число больных с максимальной оценкой 
в 13 баллов по шкале Wexner после проведения луче-
вой терапии не изменилось (13,3 %).

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведение химиолучевой терапии на первом 
этапе лечения у больных раком средне- и нижне-
ампулярного отделов прямой кишки увеличивает 
возможность выполнения органосохраняющего 
лечения и улучшает онкологические результаты 
лечения путем снижения частоты местных рециди-
вов опухоли менее 6 % [13]. Однако вместе с дан-
ным преимуществом применение лучевой терапии 
с последующей передней резекцией прямой кишки 
и тотальной мезоректумэктомией связано с более 
высокими показателями дисфункции кишечни-
ка [18]. Развитие аноректальной дисфункции разной 
степени выраженности после комбинированного 

лечения рака прямой кишки было связано с ухуд-
шением качества жизни у 19–52 % пациентов [19].

В современной литературе имеется множество 
работ, описывающих более значимое влияние ком-
бинированного лечения на сфинктерный аппарат 
прямой кишки по сравнению с оперативным вме-
шательством [13, 20]. Операционная травма может 
вызвать нейрогенное повреждение запирательного 
аппарата за счет мобилизации особенно при низ-
ких резекциях прямой кишки [21]. Интраопераци-
онная травматизация в виде анальной дилатации 
может затрагивать как наружный, так и внутренний 
анальные сфинктеры с транзиторной зоной и так 
называемой «геморроидальной подушкой»  [22]. 
Однако исследований, предоставляющих данные 
о непосредственном воздействии неоадьювантной 

Рис. 1. Сравнительная оценка показателя давления покоя 
в анальном канале  
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Табл. 1. Параметры аноректальной манометрии исследуемых при лучевой терапии

Параметр До начала лечения 
Me (Q1; Q3)

После лучевой 
терапии Me (Q1; Q3) р

Среднее анальное давление в состоянии покоя (мм рт.ст) 87 (73; 92) 61 (55; 74) р < 0,05

Среднее абсолютное давление сжатия (мм рт.ст) 154 (128; 173) 124 (102; 139) р = 0,0012

Максимальное анальное давление сжатия (мм рт.ст) 196 (161; 221) 176 (149; 139) р > 0,05

Время теста на выносливость (сек.) 22 (17; 25) 18 (11; 23) р > 0,05

Пороговый объем чувствительности (мл) 35 (28; 49) 46 (41; 54) p = 0,16
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лучевой терапии на сфинктерный аппарат, встреча-
ется гораздо меньше [9, 10]. В данном исследова-
нии проводилась оценка влияния лучевой терапии 
на функцию сфинктерного аппарата прямой кишки 
в соответствии с манометрическими показателями 
и клиническими проявлениями.

Аноректальная функция представляет собой 
сложный физиологический механизм, важная роль 
в реализации которого принадлежит сфинктерному 
аппарату прямой кишки. Активность гладкой муску-
латуры внутреннего анального сфинктера поддер-
живает давление в анальном канале в состоянии 
покоя. В то время как поперечнополосатая муску-
латура наружного анального сфинктера и тазового 
дна участвует в осуществлении произвольного 
сокращения, особенно в течение длительного пе-
риода [23]. Скоординированное функционирова-
ние анальных сфинктеров и ампулы прямой кишки 
обеспечивает возможность адекватного осущест-
вления запирательной функции [24].

Результаты проведенного анализа демонстрируют 
снижение показателей давления в покое после про-
ведения неоадьювантного курса лучевой терапии, 
что подтверждают сведения и других исследований, 
встречающихся в современной литературе [25, 26]. 
В то же время вышеуказанные данные не выявили 
значимого изменения в работе наружного анально-
го сфинктера по сравнению с работой внутреннего 
сфинктера. Также несколько публикаций не показали 
изменений в работе наружного анального сфинктера 
после лучевой терапии [26–28]. Однако в нашем ис-
следовании наблюдалось снижение средних значе-
ний анального давления сжатия, что можно рассма-
тривать как возможную предпосылку к снижению 
силы и выносливости произвольного сокращения.

Рандомизированные исследования демонстри-
руют снижение уровня давления покоя в после-
операционном периоде после неоадьювантной 
лучевой терапии за счет ухудшения работы вну-
треннего сфинктера [29, 30]. Облучение связывают 
с повреждением крестцового сплетения и с фиброз-
ными изменениями мышечных волокон сфинкте-
ров [31]. Большая восприимчивость к лучевому 
воздействию внутреннего сфинктера по сравне-
нию с наружным может быть обусловлена такими 
особенностями, как меньшее количество мышеч-
ных волокон и иннервация тонкой сетью нервных 
волокон тазового сплетения [28].

Изменения запирательного аппарата прямой 
кишки были отмечены также при выполнении 

морфологического исследования. Посредством 
гистологического анализа было выявлено повре-
ждение миэнтерического сплетения внутренного 
анального сфинктера, а также наблюдалась тенден-
ция к повышенному отложению коллагена в данной 
структуре [32].

Патогенетические моменты воздействия лучевой 
терапии на запирательную функцию изучаются во 
многих исследованиях. В работе Rahbari N. N. и со-
авт. (2013) было установлено, что лучевая терапия 
может не только вызывать сложности при выпол-
нении тотальной мезоректумэктомии, но и снижать 
способность облученных тканей к репарации, тем 
самым приводя к увеличению ряда осложнений 
у больных после низкой передней резекции прямой 
кишки [33]. В литературе также была описана связь 
между проведением лучевой терапии и развитием 
несостоятельности колоректального рака (Кит О. И. 
и соавт., 2018) [34].

С другой стороны, патогенетическим фактором 
негативного воздействия лучевой терапии на функ-
цию анальных сфинктеров является фиброз сосу-
дов, тазового и мышечно-кишечного сплетения [11, 
32, 35]. Некоторые исследователи описывают на-
рушение работы функции внутреннего анального 
сфинктера, даже не включенного в поле облучения, 
что также может оказывать влияние на вмести-
мость и податливость прямой кишки [36]. Выше-
указанные факты способствуют развитию анорек-
тальной дисфункции и возникновению анальной 
инконтиненции у части пролеченных больных.

Облучение прямой кишки вызывает ослабле-
ние анального сфинктера, а также нарушение об-
работки аноректальных сенсорных стимулов [36]. 
По данным исследования, проведенного van der 
Sande M. E. и соавт. (2019), была отслежена взаимо-
связь между дозой проводимой лучевой терапии 
и степенью выраженности аноректальной дисфунк-
ции у больных раком прямой кишки [37].

Клинические проявления негативного воздей-
ствия лучевой терапии на функцию запирательного 
аппарата прямой кишки могут характеризоваться 
специфической картиной. Большинством авторов 
сообщается о более высокой частоте жидкого стула 
и позывов к дефекации после лучевой терапии, 
реже встречаются признаки анальной инконтинен-
ции в виде недержания газов и кишечного содержи-
мого и загрязнения белья [13, 26, 28]. Однако в соот-
ветствии с полученными в нашем исследовании 
данными существенной разницы в клинической 
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картине до и после проведения лучевой терапии 
не наблюдалось. Наиболее частыми жалобами так 
же, как и до начала лечения, оставались учащенный 
жидкий стул и ложные позывы к дефекации. Лишь 
у небольшого числа пациентов сохранялись случаи 
неконтролируемого отхождения газов и недержа-
ния кишечного содержимого.

De Nardi и соавт. исследовали 39 больных раком 
прямой кишки до и после выполнения лучевой 
терапии. Результаты аноректальной манометрии 
показали значительное снижение только давления 
в покое после проведенного лечения. При оценке 
недержания по шкале Wexner до неоадъювантной 
терапии 5 пациентов уже имели степень легкого 
недержания со средним баллом 3, а после нео-
адъювантной терапии 11 сообщили о недержании 
со средним баллом 3,8 [38].

При оценке качества функции сфинктерного ап-
парата по шкале Wexner в нашей работе не было 
отмечено существенной разницы в медиане баллов 
по результатам опроса пациентов. Этот факт гово-
рит о том, что лучевая терапия не всегда вызывает 
ухудшение клинической симптоматики со стороны 
эвакуаторной функции.

Таким образом, в нашем исследовании измене-
ния манометрических показателей работы внутрен-
него и наружного анального сфинктеров, снижение 
выносливости сокращения запирательного аппа-
рата прямой кишки не сопровождались значимыми 
проявлениями со стороны клинической картины. 
Однако выявленные нами изменения могут стать 
предпосылкой к развитию анальной инконтинен-
ции после завершения лечения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведение лучевой терапии может оказывать 
воздействие на функцию запирательного аппарата 
прямой кишки, особенно внутреннего анального 
сфинктера. Эти изменения могут способствовать 
формированию синдрома низкой передней резек-
ции прямой кишки после оперативного вмешатель-
ства. По этой причине в настоящее время необ-
ходимо учитывать риски развития аноректальной 
дисфункции. Не менее важным является исполь-
зование методов профилактики синдрома низкой 
передней резекции для больных, получивших комби-
нированное лечение по поводу рака прямой кишки.
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РЕЗЮМЕ

Цель исследования. Оценить пролиферативную активность клеток рака печени HepG2 при моделировании ги
поксических условий in vivo.
Материалы и методы. Культивировали клетки рака печени человека линии HepG2. Для получения ксенографта клеточ-
ную суспензию HepG2 вводили мышам подкожно в количестве 5 × 106. Достигшие необходимого размера опухолевые 
узлы делили на фрагменты и трансплантировали в ортотопический сайт. В работе использовали мышей линии Balb/c 
Nude, которым имплантировали ксенографт рака печени HepG2. Мышей с прижившейся опухолью в печени делили 
на две группы – интактная и с гипоксией. Мышам из второй группы выполняли редукцию кровотока печени путем 
окклюзии портальной триады в течение 20 мин. На 4‑е сутки после проведенных манипуляций опухолевые узлы 
извлекали для выполнения гистологического и иммуногистохимического окрашивания на маркер пролиферации 
Ki‑67. Вычисляли долю позитивно окрашенных клеток и проводили статистический анализ результатов с помощью 
пакета программ Statistica 10.0.
Результаты. Были получены ортотопические модели рака печени у мышей линии Balb/c Nude. Проведены гисто-
логическое и иммуногистохимическое исследования. Гистологический анализ показал, что гепатоцеллюлярная 
карцинома характеризуется средней степенью дифференцировки. В тканях данных ксенографтов с помощью 
иммуногистохимического анализа на маркер пролиферации Ki‑67 удалось выявить статистически значимые раз-
личия между двумя группами – интактной и с редукцией кровотока. Доля иммунопозитивных клеток составила 
65 [65–70] % и 19 [15–25] % соответственно.
Заключение. Продемонстрирована тенденция к снижению пролиферативной активности опухолевых клеток после 
редукции кровотока печени, то есть воздействия гипоксии. Полученные нами данные свидетельствуют о том, что 
пролиферативная активность клеток опухоли напрямую связана с микроокружением, в частности, с гипоксической 
средой. Дальнейшее изучение воздействия гипоксии на процессы роста и развития злокачественных образований 
может способствовать более глубокому пониманию биологических характеристик опухолей и их лечения.

Ключевые слова: гипоксия, печень, HepG2, пролиферация, Ki-67, in vivo
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Hypoxia effect on proliferative activity of cells in orthotopic xenograft of hepatocellular 
carcinoma of the liver in the experiment
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ABSTRACT

Purpose of the study. The purpose of this research was to investigate the effect of in vivo hypoxic conditions on the prolifer-
ative potential of HepG2 liver cancer cells.
Materials and methods. Human liver cancer cells of the HepG2 line have been cultured. The HepG2 cell suspension was 
injected subcutaneously into mice in an amount of 5 × 106 to obtain a xenograft. Tumor nodes that had reached the required 
size were divided into fragments and transplanted into the orthotopic site. Balb/c nude mice with implanted HepG2 liver cancer 
xenograft were used in this experiment. The mice with tumor implanted in the liver were divided into two groups, intact and 
hypoxic. Mice from the second group underwent liver blood flow reduction by occlusion of the portal triad for 20 minutes. 
Tumor nodes were extracted for histological and immunohistochemical staining for proliferation marker Ki‑67 on the 4th day 
after the procedures. The proportion of positively stained cells was calculated, and the results were statistically analyzed 
using the Statistica 10.0 software.
Results. Orthotopic models of liver cancer in Balb/c Nude mice were obtained. Histological and immunohistochemical stud-
ies were carried out. Histological analysis showed that hepatocellular carcinoma is characterized by an average degree of 
differentiation. In the tissues of these xenografts, by using immunohistochemical analysis for the proliferation marker Ki‑67, 
it was possible to identify statistically significant differences between the two groups, i. e. intact and the one with reduction 
of blood flow. The proportion of immunopositive cells was 65 [65–70] % and 19 [15–25] %, respectively.
Conclusion. A tendency to decreased proliferative activity of tumor cells after hepatic blood flow reduction, i. e. hypoxia expo-
sure, was demonstrated. Our data indicate that the proliferative activity of tumor cells is directly related to the microenvironment, 
and to the hypoxic environment in particular. Further study of the effect of hypoxia on the processes of growth and develop-
ment of malignant tumors may contribute to a deeper understanding of the biological features of tumors and their treatment.
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ВВЕДЕНИЕ

Гипоксическая среда, отличительной чертой ко-
торой является низкий уровень кислорода, играет 
важнейшую роль в процессах выживания и репро-
граммирования клеток. Этот факт подтверждают 
многочисленные работы по изучению эволюции 
и развития организмов [1, 2]. В частности, установ-
лено, что нормальное развитие млекопитающих 
происходит в условиях гипоксии (от умеренной до 
тяжелой), которая регулирует многие аспекты онто-
генеза и морфогенеза. Кроме того, известно, что 
кислородный градиент является важным регулято-
ром клеточных процессов как при физиологических, 
так и при многих патологических состояниях, в том 
числе и при злокачественных заболеваниях [3].

Внезапное и кратковременное воздействие ги
поксии (от нескольких минут до 72 часов), возни-
кающей вследствие колебаний перфузии опухоли, 
сопровождается функциональными и структурными 
дефектами сосудистой сети опухоли. Подобное воз-
действие может привести к образованию высоких 
уровней активных форм кислорода (АФК), которые 
могут повредить клетки [4]. Гипоксия также может 
вызывать остановку роста раковых клеток, замед-
ление пролиферации и, в последующем, их гибель. 
Было показано, что факторы, индуцируемые гипок-
сией, непосредственно влияют на пролиферативную 
активностью опухолевых клеток [5]. Самый широко 
используемый маркер пролиферации как в нормаль-
ных, так и в опухолевых клетках – белок Ki‑67. Он 
участвует в клеточном цикле, вовлекаясь в биогенез 
рибосом, организацию гетерохроматина и разделение 
митотических хромосом [6]. Индекс Ki‑67 позволяет 
оценить степень злокачественности опухоли и про-
гнозировать течение заболевания в совокупности 
с другими факторами. Установлена прямая корреля-
тивная зависимость между количеством опухолевых 
клеток, экспрессирующих Ki‑67, и стадией злокаче-
ственных заболеваний [7, 8]. Пролиферативный по-
тенциал и выживаемость раковых клеток возможно 
модулировать, создавая гипоксические условия, что 
активно используется при таких терапевтических про-
цедурах, как трансартериальная эмболизация и транс-
артериальная химиоэмболизация [9]. Однако известно 
также, что гипоксия имеет решающее значение для 
выживания устойчивых к воздействию среды с низ-
ким содержанием кислорода клеток, характеризую-
щихся резистентностью к терапевтическим воздей-
ствиям и повышенной инвазивной способностью [10]. 

В связи с этим всестороннее изучение ответа опухоли 
на гипоксию, а также понимание ее положительных 
и отрицательных эффектов расширят представления 
о механизмах взаимодействия раковых клеток и осо-
бенностях их микроокружения.

Влияние уровня оксигенации изучается с исполь-
зованием различных подходов, в том числе in vitro, 
также возможно применение методов изолирован-
ных первичных опухолей, однако они не вполне 
точно отражают реальные параметры опухолевого 
микроокружения [11]. Анализ литературных данных 
показывает, что наиболее достоверные и надежные 
данные можно получить с помощью in vivo методов, 
которые позволяют более точно, по сравнению с дру-
гими исследовательскими подходами, моделировать 
влияние гипоксии на активность злокачественных 
новообразований и их пролиферативный потенциал, 
что может иметь важное значение для планирования 
дальнейших трансляционных исследований [12, 13].

Цель исследования: оценить пролиферативную 
активность клеток рака печени HepG2 при модели-
ровании гипоксических условий in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Лабораторные животные и их содержание
Для проведения данного эксперимента использо-

вали мышей с иммунодефицитом линии Balb/c Nude 
(n = 14) возрастом 10–12 недель и весом 25–27 г, 
полученных из ядра разводки вивария ФГБУ «Нацио-
нальный медицинский исследовательский центр 
онкологии» Министерства здравоохранения Россий-
ской Федерации. Мыши находились в ИВК-системе 
(индивидуально вентилируемые клетки), корм и воду 
предоставляли без ограничений. Все работы с экс-
периментальными животными проводили в соответ-
ствии с этическим принципом Европейской конвен-
ции о защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментов или в иных научных целях (ETSN 
123, Страсбург, 18 марта 1986 г). Данный экспери-
мент был одобрен решением локального биоэтиче-
ского комитета ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр онкологии» Министерства 
здравоохранения Российской Федерации.

Культура клеток рака печени человека
Клетки рака печени человека линии HepG2 

культивировали в соответствии со стандартной 
методикой с использованием питательной среды 
для культуры клеток DMEM с  добавлением те-
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лячьей сыворотки (Gibco, Thermo Fisher Scientific) 
в концентрации 10 %, а также 1 % пенициллина 
и стрептомицина. Культивирование осуществляли 
в СО2 –инкубаторе (Thermo Fisher Scientific, 8000W) 
при влажной атмосфере – 37 °C, 5 % CO2.

Создание ортотопической модели рака печени
Первоначально перед проведением эксперимента 

нами был создан ксенографт рака печени с помо-
щью подкожного введения клеточной суспензии 
HepG2 в количестве 5 × 106 клеток мышам Balb/c 
Nude (n = 2). Когда полученные подкожные ксено-
графты достигли диаметра 1–1,5 см, мышей подвер-
гали эвтаназии, опухолевые узлы извлекали и делили 
на фрагменты размером примерно 1 × 1 × 1 мм для 
дальнейшей трансплантации в печень. Доступ к пе-
чени осуществляли путем выполнения лапаротомии 
предварительно наркотизированным животным-
реципиентам. В левой доли печени производили над-
рез, после чего полученные ранее фрагменты опухоли 
помещали в паренхиму левой доли печени с помо-
щью анатомического пинцета. После проведенных 
манипуляций рану зашивали обвивным швом.

Создание гипоксических условий путем редукции 
кровотока печени
Через 2 нед. после того, как были имплантирова-

ны опухолевые фрагменты мышам в печень, выпол-
нялась еще контрольная лапаротомия для измере-
ния объема опухолевых узлов. Чтобы определить 
размеры опухолевого узла, использовали формулу: 
V = LW2/2, где L – длина опухоли, W – ширина опу-
холи. Затем животных разделили на 2 группы (n = 6 
для каждой), критерием распределения являлся 
размер опухолевого узла, при этом значения сред-
него объема опухолевых узлов в группах различа-
лись с минимальным интервалом. Первая группа – 
интактная, вторая группа – с редукцией кровотока 
печени. Для того, чтобы обеспечить доступ к печени 
и ее кровеносным сосудам, мышам второй группы 
выполняли лапаротомию. Затем для осуществле-
ния окклюзии сосудов портальной триады печени 
иглу с шовным материалом подводили под ними 
и с помощью натяжения шовного материала про-
изводили редукцию кровотока в течение 20 мин. 
После этого натяжение шовного материала уби-
рали для восстановления кровоснабжения печени 
и послойно ушивали операционную рану. Мышам 
первой группы проводили контрольную лапарото-
мию без редукции кровотока.

Эвтаназия
На 4‑е сутки после проведенных хирургических 

манипуляций животных подвергали эвтаназии для 
извлечения опухолевых узлов. Эвтаназию проводи-
ли путем дислокации шейных позвонков.

Гистологическое и  иммуногистохимическое 
(ИГХ) исследования
Полученный опухолевый материал фиксировали 

в 10 % формалине 24 ч, затем заключали в парафин, 
при помощи роторного микротома делали срезы, 
которые в дальнейшем подвергали депарафини-
зации по стандартному протоколу. Для гистологи-
ческого исследования выполняли окрашивание 
гематоксилином и  эозином. ИГХ-окрашивание 
проводили в автоматическом режиме в иммуно-
гистостейнере BenchMark ULTRA Ventana согласно 
протоколам фирм-производителей, прилагаемым 
к используемым антителам. Использовали анти-
тела Ki‑67 (клон SP6), CellMarque в  разведении 
1:200. Для анализа экспрессии Ki‑67 опухолевыми 
клетками вычисляли долю клеток с окрашенными 
ядрами (процент от общего количества опухолевых 
клеток) не менее чем в 10 рандомных полях зрения.

Статистический анализ
Результаты, полученные в ходе эксперимента, 

анализировали при помощи пакета программ 
Statistica 10.0. Данные представлены в виде медиа-
ны, 25‑го и 75‑го процентилей. Сравнительный ана-
лиз различий ядерного окрашивания Ki‑67 между 
группами проводили с помощью статистического 
критерия Манна-Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В ходе выполнения эксперимента были получены 
ортотопические модели рака печени у мышей линии 
Balb/c Nude при помощи имплантации фрагмента 
ксенографта клеточной линии HepG2 непосредствен-
но в левую долю печени [14]. Контрольная лапаро-
томия позволила продемонстрировать, что у всех 
животных развились опухолевые узлы в левой доле 
печени. Результаты измерений показали, что через 
2 нед. после имплантации фрагмента ксенографта 
HepG2 в печень размер внутрипеченочных опухоле-
вых узлов составил 130,27 [42,88–345,3] мм3 (рис. 1).

После выполнения процедуры контрольной лапа-
ротомии животные были распределены на 2 груп-
пы. С целью индукции гипоксических условий жи-
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вотным группы 2 выполняли редукцию кровотока 
печени (рис. 2). Для этого правую долю печени сме-
щали ближе к диафрагме, что способствовало сво-
бодному доступу к портальной триаде. Пережатие 
сосудов портальной триады при помощи шовного 
материала позволило достигнуть редукции крово-
тока печени и расположенного в ней опухолевого 
узла, что визуально подтверждалось изменением 
цвета печени, в результате недостаточного крово-
снабжения орган становился более бледным. После 
восстановления кровоснабжения печень снова при-
обретала темно-бордовый цвет.

Результаты гистологического исследования по-
казали в тканях печени очаг гепатоцеллюлярной 
карциномы, характеризующейся средней степе-
нью дифференцировки, представленной солидно-

трабекулярными структурами, в толще которых 
расположены сосуды. Локально присутствуют 
фокусы некроза. Клеточный состав представлен 
крупными эпителиальными клетками, напоминаю-
щими гепатоциты. Внутри клеток просматриваются 
крупные полиморфные ядра с зернистым хрома-
тином и хорошо различимыми ядрышками. Также 
обнаруживаются фигуры митоза, в том числе ати-
пических форм (рис. 3).

При иммуногистохимическом исследовании 
экспрессии маркера пролиферации Ki‑67 в тканях 
ксенографтов рака печени количество иммунопози-
тивных клеток составило 65 [65–70] % (рис. 4А), 
в группе с редукцией кровотока количество окра-
шенных ядер было статистически значимо меньше, 
что составило 19 [15–25] % (p < 0,001) (рис. 4Б).

Рис. 1. Измерение опухолевого узла в печени мыши Рис. 2. Выполнение редукции кровотока печени 
путём окклюзии портальной триады для индукции 
гипоксических условий 

Рис. 3. Гистологический препарат: морфологическая картина гепатоцеллюлярной карциномы. А – без гипоксии;  
Б – после гипоксии. Увеличение × 100 
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ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что гипоксия является важным факто-
ром, который может способствовать формирова-
нию клеточной пластичности и гетерогенности опу-
холи, влияя на фенотип и функции клеток. Однако, 
несмотря на внушительный массив данных, пред-
ставленных в научной литературе, можно наблю-
дать отсутствие корреляции между различными 
методами изучения влияния уровня кислорода, 
поскольку все они предоставляют информацию 
о различных нозологиях, не единообразных вре-
менных и топологических точках забора опухоле-
вого материала, или, например, оксигенации крови. 
С этой точки зрения применение животных моде-
лей позволяет, насколько это возможно, привести 
к единообразию условий эксперимента и получать 
воспроизводимые результаты, выполняя серийные 
эксперименты. Учитывая перечисленные преиму-
щества подхода in vivo, нами был выполнен экспе-
римент по изучению влияния низкой оксигенации 
на клетки рака печени. Результаты ИГХ исследова-
ния показали, что в опухолевых образцах животных 
с редукцией кровотока наблюдалось более низкое 
значение маркера пролиферации Ki‑67. Анализ ли-
тературных данных показал, что в работах других 
авторов прослеживается непосредственная связь 
гипоксии с пролиферативным потенциалом опу-
холевых клеток. Например, исследование опухо-
лей эндометрия показало, что уровень экспрессии 
Ki‑67 обратно коррелирует с уровнем экспрессии 

фактора, индуцируемого гипоксией (HIF‑1α), что 
говорит о низкой пролиферативной активности 
клеток в условиях недостатка кислорода. К тому 
же, такая корреляция может способствовать сни-
жению эффекта противораковых препаратов, таких 
как метформин [15]. Также в работе по визуализа-
ции гипоксии раковых клеток животных и онко-
логических больных установлено, что опухолевые 
клетки в выпотах и микрометастазах находились 
в состоянии высокой гипоксии и низкой пролифе-
рации независимо от типа опухоли. В данной работе 
образцы опухолевых клеток человека и животных 
моделей исследовали методом ИГХ на HIF‑1α, 
транспортер глюкозы (GLUT‑1) и маркер пролифе-
рации (Ki‑67). Кроме того, было убедительно про-
демонстрировано, что асцит представляет собой 
среду с очень низким уровнем оксигенации, так как 
клетки, плавающие в нем, не имеют адекватного 
кровоснабжения и могут выживать только за счет 
гликолиза. Важно отметить, что авторы упоминают 
о том, что опухолевая гипоксия является движу-
щим фактором резистентности к лучевой терапии 
и химиотерапии [16].

В  нашем исследовании в  опухолевых образ-
цах животных с редукцией кровотока был отме-
чен низкий уровень экспрессии Ki‑67, однако, при 
этом в тканях опухоли наблюдалась зональность 
в расположении положительно окрашенных клеток. 
Клетки, экспрессирующие Ki‑67, концентрирова-
лись вдоль зон опухоли, непосредственно сопри-
касающейся с интактной тканью печени. Известно, 

Рис. 4.  ИГХ реакция опухоли на антитела к Ki-67 (клона SP6). А – без редукции кровотока печени; Б – после редукции 
кровотока печени путём окклюзии портальной триады. Увеличение × 200 

А Б
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что так называемый «фронт инвазии» опухоли обра-
зуют клетки, расположенные на ее поверхности, 
и именно они формируют паттерны инвазии и опу-
холевого распространения. Учитывая этот факт, 
можно предположить, что клетки, сохранившие 
свой пролиферативный потенциал, несмотря на 
воздействие гипоксических условий, возникших 
в результате редукции кровотока, и расположенные 
по краю опухолевого узла, могут обладать повы-
шенным инвазивным потенциалом. Помимо этого, 
наблюдаемая зональность экспрессии Ki‑67, веро-
ятно, может быть связана с близостью или удален-
ностью от кровеносных сосудов с редуцированным 
кровотоком.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В  данном исследовании было показано, что 
опухоли печени мышей, подвергнутых процедуре 
редукции кровотока печени, характеризовались 
более низкими показателями Ki‑67. Полученные 
нами данные свидетельствуют о том, что проли-
феративная активность клеток опухоли напрямую 
связана с микроокружением, в частности, с  ги
поксической средой. Дальнейшее изучение воз-
действия гипоксии на процессы роста и развития 
злокачественных образований может способство-
вать более глубокому пониманию биологических 
характеристик опухолей и возможности их лечения.
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РЕЗЮМЕ

Цель исследования. Оценка уровня некоторых цитокинов в слюне больных первичным местно-распространенным 
раком слизистой оболочки полости рта при дополнении хирургического лечения интраоперационной ФДТ (ИФДТ).
Пациенты и методы. Пациенты первичным местно-распространенным раком слизистой оболочки полости рта 
T3-4аN0-2M0 были распределены в 2 группы: основная группа (30 больных) – проведено радикальное удаление 
опухоли, дополненное ИФДТ и контрольная группа (30 пациентов) – без дополнения. ИФДТ проводили с помощью 
«Латус-Т» (фара) и фотосенсибизатором хлорин Е6. Уровни цитокинов определяли в нестимулированной цельной 
слюне за сутки до, на 3‑и и на 7‑е сутки после проведения операции методом ИФА мультиплекс-анализа.
Результаты. Показана сходная динамика цитокинового профиля больных обеих групп: на 3‑и сутки после операции 
уровни G-CSF, IL‑6, MIP‑1β повышались, а GМ-CSF и IFN-γ снижались по сравнению с исходными показателями. На 7‑е 
сутки характер динамики G-CSF, GМ-CSF, IL‑6 сохранялся, а IL‑8, IL‑10, IL‑12 менялся на противоположный.
Межгрупповые различия выявлены по уровню IL‑1β – на 3‑и сутки повышение в основной и снижение в контрольной 
группе. Уровень IL‑7 на 7‑е сутки резко снижался в контрольной группе и статистически значимо повышался у больных, 
получавших ИФДТ. В основной группе показано 4,8‑кратное повышение IL‑8 на 3‑и сутки и его 3,6‑кратное падение на 
7‑е с противоположной динамикой в контрольной. Уровень TNF-α возрастал только в основной группе на 7‑е сутки, 
а в контрольной отмечено его снижение на 3‑и и восстановление на 7‑е сутки. На 3‑и сутки уровень MCP‑1 возрастал 
в основной и снижался в контрольной группе. Уровень IL‑17 в основной группе нарастал на 3‑и сутки с дальнейшим 
снижением ниже исходного, а в контрольной группе снижался на 3‑и сутки с последующим восстановлением на 7‑е. 
Нарастание уровней IL‑5 и IL‑13 на 3‑и сутки отмечены только в контрольной группе, однако уровень IL‑5 в оба срока 
исследования в основной группе был ниже, чем в контрольной.
Заключение. ИФДТ у больных первичным местно-распространенным раком полости рта вызывает изменения цито-
кинового состава слюны в течение первой недели после операции, часть из которых можно связать с удлинением 
безрецидивного периода у таких пациентов.

Ключевые слова: интраоперационная фотодинамическая терапия, цитокины, слюна, первичный  
местно-распространенный рак полости рта
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3.1.6. Онкология, лучевая терапия
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Dynamics of saliva cytokine levels during intraoperative photodynamic therapy in patients with 
locally advanced oral cancer
E. Yu. Komarova�1, E. Yu. Zlatnik1, E. F. Komarova1,2, I. A. Novikova1, E. A. Dzhenkova1, M. A. Engibaryan1, A. B. Sagakyants1, 
V. V. Pozdnyakova1, L. Ya. Rozenko1 

1National Medical Research Centre for Oncology, Rostov-on-Don, Russian Federation 
2Rostov State Medical University, Rostov-on-Don, Russian Federation
� lil_liza777@mail.ru

ABSTRACT

Purpose of the study. Assessment of the level of certain cytokines in the saliva of patients with primary locally advanced 
cancer of the oral mucosa in addition to surgical treatment with intraoperative PDT (IPDT).
Patients and methods. Patients with primary locally advanced cancer of the oral mucosa T3-4aN0-2M0 were divided into 
2 groups: the main group (30 patients) underwent radical tumor removal supplemented with IPDT and the control group 
(30 patients) without addition. IPDT was performed using Latus-T (farah) and a chlorin E6 photosensitizer. Cytokine levels 
were determined in unstimulated whole saliva the day before, on the 3rd and on the 7th day after the operation by the ELISA 
multiplex analysis method.
Results. A similar dynamic of the cytokine profile of patients of both groups was shown: on the 3rd day after surgery, the 
levels of G-CSF, IL‑6, MIP‑1β increased, and GM-CSF and IFN-γ decreased compared with baseline values. On the 7th day, the 
dynamics of G-CSF, GM-CSF, IL‑6 persisted, while IL‑8, IL‑10, IL‑12 changed to the opposite.
Intergroup differences were revealed in the level of IL‑1β – on day 3, an increase in the main group and a decrease in the control 
group. The level of IL‑7 on day 7 decreased sharply in the control group and increased statistically significantly in patients 
receiving IPDT. The main group showed a 4.8‑fold increase in IL‑8 on day 3 and its 3.6‑fold drop on day 7 with the opposite 
dynamics in the control group. The TNF-α level increased only in the main group on day 7, and in the control group it decreased 
by 3 and recovered on day 7. On day 3, the MCP‑1 level increased in the main group and decreased in the control group. The 
level of IL‑17 in the main group increased on the 3rd day with a further decrease below the baseline, and in the control group 
it decreased on the 3rd day, followed by a recovery on the 7th. An increase in IL‑5 and IL‑13 levels on day 3 was noted only 
in the control group, however, the level of IL‑5 in both study periods in the main group was lower than in the control group.
Conclusion. IPDT in patients with primary locally advanced oral cancer causes changes in the cytokine composition of saliva 
during the first week after surgery, some of which can be associated with an elongation of the relapse-free period in such patients.

Keywords: intraoperative photodynamic therapy, cytokines, saliva, primary locally advanced oral cancer
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уровней цитокинов слюны при проведении интраоперационной фотодинамической терапии у больных местно-распространенным раком полости рта 

АКТУАЛЬНОСТЬ

В настоящее время признано, что под влиянием 
воспаления неопластические и стромальные клет-
ки взаимодействуют и контролируют эволюцию 
опухоли, продуцируя цитокины, которые модули-
руют противоопухолевый иммунный ответ [1–3]. 
Продемонстрировано сходство цитокинового пат-
терна для опухолей различной локализации и гис
тогенеза [4], однако нет единого мнения, играют 
ли цитокины решающую проонкогенную или анти-
онкогенную роль [5]. Как ту, так и другую можно 
предположить исходя из известных биологических 
свойств цитокинов как стимуляторов, с одной сто-
роны, пролиферации и неоангиогенеза, а с другой 
стороны – иммунного ответа.

В последние десятилетия показано участие раз-
личных про- или противовоспалительных цитокинов 
опухолевого микроокружения плоскоклеточного 
рака полости рта в онкогенезе опухоли данной лока-
лизации [6–8]. Большинство исследований описыва-
ют повышенные уровни IL‑1β, 6, 8, 10, TNF-α у боль-
ных раком полости рта по сравнению со здоровыми 
как на локальном, так и на системном уровне [9, 10]. 
Более того, было продемонстрировано большее 
содержание IL‑1β и IL‑6 в опухоли слизистой обо-
лочки полости рта, чем в участках неизмененной 
слизистой [11]. Данные литературы показывают, что 
гиперпродукция цитокинов клетками опухоли и ее 
микроокружения у больных раком полости рта явля-
ется одной из причин распространения опухоли.

Таким образом, при разработке подходов к ле-
чению рака полости рта представляется важным 
анализ локального и системного цитокинового 
статуса таких пациентов, а также индукция про-
тивоопухолевого иммунного ответа. Последнее 
возможно осуществить посредством использова-
ния фотодинамической терапии (ФДТ), одним из 
механизмов противоопухолевой эффективности 
которой является иммуногенная гибель клеток [12]. 
ФДТ индуцирует ее через высвобождение молеку-
лярных паттернов, ассоциированных с поврежде-
ниями (DAMPs) [13]. Индуцированные ФДТ острое 
воспаление и иммуногенная гибель клеток счита-
ются начальным шагом реализации ее иммуности-
мулирующего действия [14], которое проявляется 
в опухолеспецифическом иммунном ответе [15]. 
Роль и место иммунных механизмов в реализа-
ции противоопухолевого эффекта ФДТ обобщены 
в недавнем обзоре [14].

Цель исследования: оценка уровня некоторых 
цитокинов в слюне больных первичным местно-
распространенным раком слизистой оболочки по-
лости рта при дополнении хирургического лечения 
интраоперационной ФДТ (ИФДТ).

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

В группу исследования были включены 60 паци-
ентов первичным местно-распространенным раком 
слизистой оболочки полости рта, находившихся 
на лечении отделения опухолей головы и  шеи 
ФГБУ «Национальный медицинский исследователь-
ский центр онкологии» Министерства здравоохра-
нения Российской Федерации. Средний возраст 
пациентов составил 63,1 ± 14,3 года. Распределение 
пациентов по полу составило: мужского – 48 че-
ловек, женского – 12 человек. У всех пациентов 
диагноз был морфологически верифицирован 
и соответствовал III–IV стадиям (T3-4аN0-2M0) он-
кологического заболевания. По морфологической 
структуре опухоли были представлены плоскокле-
точным раком, из них умеренно дифференцирован-
ный – 79 %, высокодифференцированный – 16 % 
и низкодифференцированный – 5 %.

Пациенты были рандомизированы в 2 группы: 
основная группа (30 больных) – пациенты, кото-
рым проведено радикальное удаление опухоли, 
дополненное ИФДТ, и контрольная группа (30 паци-
ентов) – без дополнения. Пациенты в группах были 
сопоставимы по возрасту, полу и по локализации 
первичного очага. Всем пациентам производилось 
хирургическое вмешательство в объеме радикаль-
ного удаления опухоли языка и слизистой оболочки 
полости рта с шейной лимфаденэктомией в объеме, 
адекватном распространенности опухолевого про-
цесса, на стороне поражения или двухсторонняя 
(при поражении передних отделов полости рта).

Проведение исследования было одобрено эти-
ческим комитетом ФГБУ «Национальный медицин-
ский исследовательский центр онкологии» Мини-
стерства здравоохранения Российской Федерации 
протокол № 15 от 12.10.2021 г., всеми больными 
было подписано добровольное информированное 
согласие.

ИФДТ проводили в  соответствии с  разрабо-
танным и  запатентованным способом (Патент 
РФ № 2797433)  [15]. На первом этапе больным 
местно-распространенным раком слизистой обо-
лочки полости рта и языка проводили хирурги-
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ческое лечение, а затем, после гемостаза после-
операционной раны полости рта, проводили ФДТ, 
предварительно закрыв здоровые окружающие 
ткани вокруг операционного поля стерильными 
восьмислойными марлевыми салфетками. Для 
сеанса использовали «Латус-Т» (фару), с параме-
трами: длина волны 662 нм, плотность мощности 
45 мВт, световая энергия 200–300 Дж/см2. Лампу 
размещали таким образом, что площадь излучения 
лазерного света охватывала как ложе удаленной 
опухоли, так и края операционной раны. Продолжи-
тельность воздействия рассчитывалась в зависи-
мости от размера ложа удаленной опухоли полости 
рта по формуле: T = T0 × nw/kp, где T0 – табличное 
значение времени облучения, nw – коэффициент, 
показывающий во сколько раз плотность энергии 
WS (Дж/см2), которую необходимо набрать поверх-
ности, отличается от табличной WS/0 = 100 Дж/см2: 
nw = WS/100, kp – коэффициент, показывающий 
во сколько раз мощность лазера отличается от 
табличной P0 = 100 мВт: kp = P/100. После заверше-
ния этапа фотодинамической терапии, выполняли 
пластику послеоперационного дефекта. В качестве 
фотосенсибилизатора использовали хлорин Е6, 
который вводили внутривенно капельно в разовой 
дозе 2 мг на 1 кг веса пациента за 3–3,5 часа до 
предполагаемого времени окончания удаления 
опухоли. Проводили оценку ближайших результа-
тов комплексного лечения, дополненного ИФДТ 
у больных местно-распространенным раком сли-
зистой полости рта.

Уровни цитокинов (G-CSF, GМ-CSF, IFN-γ, IL‑1β, IL‑2, 
IL‑4, IL‑5, IL‑6, IL‑7, IL‑8, IL‑10, IL‑12, IL‑13, IL‑17, MCP‑1, 
MIP‑1β, TNF-α) определяли в слюне методом ИФА 
мультиплекс-анализа (Bio-Plex Pro Human Cytokine 
Assays 17-Plex Panel, Bio-Rad, USA). Забор нести-
мулированной цельной слюны для исследования 
проводили с 8 до 9 утра за сутки до операции, на 
3‑и и на 7‑е сутки после ее проведения. Результаты 
выражали в пг/мл.

Статистический анализ результатов исследова-
ния проводили с помощью программы Statistica 
12.0 (StatSoft Inc., США), MedCalc (версия 9.3.5.0). 
Поскольку распределение не было нормальным, 
для сравнения межгрупповых показателей исполь-
зовали критерий Манна-Уитни, а для сравнения 
показателей в динамике – критерий Уилкоксона; 
различия считали статистически значимыми при 
р < 0,05. Данные приведены в виде медианы с верх-
ним и нижним квартилями (Ме [LQ, UQ]).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты исследования представлены на 
рис. 1А‑1Г, 2А‑2Г.

На 3‑и сутки после операции у больных обеих 
групп уровни G-CSF, IL‑6, MIP‑1β повышались 
(рис. 1А), а GМ-CSF и IFN-γ снижались (рис. 1Б) по 
сравнению с исходными показателями; содержание 
остальных цитокинов было разнонаправленным 
в сравниваемых группах больных. Часть показа-
телей менялась статистически значимо только 
в одной из групп, что, по-видимому, связано с дей-
ствием ИФДТ (рис. 1В, 1Г).

На 7‑е сутки характер динамики G-CSF, GМ-CSF, 
IL‑6, сохранялся, IL‑8, IL‑10, IL‑12 менялся на про-
тивоположный, уровни остальных цитокинов меня-
лись в основной и контрольной группах различным 
образом (рис. 2А-Г).

Выявлены различия между основной и контроль-
ной группами по уровням колониестимулирующих 
факторов: возрастание G-CSF и снижение GМ-CSF 
как на 3‑и, так и на 7‑е сутки после операции по 
сравнению с исходными показателями, причем 
в основной группе изменения G-CSF менее выраже-
ны, чем в контрольной, и в оба срока исследования 
находились на более низких значениях (рис. 1А, 2А). 
Так, в контрольной группе уровень G-CSF возрастал 
на 3‑и сутки после операции в 22,8 раза, а в основ-
ной – в 13 раз, а на 7‑е сутки он был выше исходного 
в 22,2 и в 4,8 раза соответственно, т. е. снижение 
на 7‑е сутки после первоначального возрастания 
на 3‑и происходило только после действия ФДТ.

Уровни IL‑1β на 3‑и сутки повышались в основ-
ной группе с 410,1 [321,9; 522,6] до 550,8 [528,7; 590,6] 
пг/мл и снижались в контрольной до 102,1 [22,1; 
159] пг/мл, а на 7‑е – наблюдалась обратная кар-
тина (рис. 1Б, 2Б).

Отмечено 3,3‑кратное по сравнению с исход-
ным повышение IL‑6 в  слюне больных обеих 
групп на 3‑и сутки, которое продолжалась и на 
7‑е с более высокими показателями в основной 
группе (1856,2 [1753,1; 1975] против 1356,9 [1261,3; 
1450,7] пг/мл, p < 0,05), (рис. 1А, 2А).

Динамика IL‑7 заключалась в повышении на 
3‑и сутки после операции уровня этого цитокина 
в слюне больных обеих групп, статистически значи-
мым только в контрольной группе (на 53 %) и раз-
нонаправленности на 7‑е сутки – резком падении 
(до 0) в контрольной группе и продолжающемся 
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нарастании, достигшем статистической значимости 
(15,3 [13,6; 17,2] против 10,2 [6,8; 13,5] до лечения; 
p < 0,05) у больных, получавших ИФДТ.

В  основной группе показано выраженное 
(4,8‑кратное) транзиторное повышение содер-
жания IL‑8 на 3‑и сутки и  его 3,6‑кратное паде-
ние на 7‑е; в контрольной группе оно, напротив, 
снижалось на 3‑и сутки и возрастало на 7‑е, пре-
вышая в  последний срок показатель основной 
группы (Ме 2883,1 [2621,8; 3338,2] и 2006,4 [1934,3; 
2310,4] пг/мл соответственно, p < 0,05), (рис. 1А, 

2Б). Уровень TNF-α возрастал только в основной 
группе на 7‑е сутки, а в контрольной отмечено его 
снижение на 3‑и и восстановление на 7‑е сутки 
(рис. 1Г, 2Г). На 3‑и сутки отмечена разнонаправлен-
ная динамика уровней MCP‑1: возрастание в основ-
ной группе и снижение в контрольной (рис. 1Г), а на 
7‑е в обеих группах показатели становятся в 3,5 
и 4,6 раз соответственно ниже исходного (рис. 2Г). 
Содержание MIP‑1β имеет сходную динамику в обе-
их группах, повышаясь на 3‑и и возвращаясь к ис-
ходным на 7‑е сутки после операции (рис. 1А, 2Г).

Рис. 1. Концентрация цитокинов в слюне больных на 3 сутки после операции. 
Примечание: * –  статистически значимые отличия по сравнению с уровнем до операции, р < 0,05; ** –  статистически 
значимые отличия по сравнению с уровнем контрольной группы, р < 0,05 
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Наблюдалось снижение IFN-γ и IL‑4, в основной 
группе выраженное только на 7‑е сутки с показа-
телями в этот срок ниже контрольных (рис. 2Б). 
Медиана уровня IFN-γ в основной группе на 7‑е 
сутки составляла 4,7 [4,2; 5,2] пг/мл, а в контроль-
ной 6,8  [6,3; 7,4] пг/мл против 10,6  [8,4; 12,4] пг/
мл до лечения; для IL‑4 показатели были 4,1 [3,2; 
4,7] и 8,6 [7,2; 8,9] против 10,9 [8,7; 14,2] пг/мл соот-
ветственно; для обоих цитокинов различия между 
показателями основной и контрольной групп ста-
тистически значимы (p < 0,05). Динамика уровней 

IL‑2 в виде повышения выявлена только в кон-
трольной группе на 7‑е сутки (Ме 29,6 [26,9; 30,7] 
против 21,4 [17,4; 25,5] пг/мл до лечения, p < 0,05), 
(рис. 2В).

Снижение уровня IL‑12 происходит в  обеих 
группах на 7‑е сутки (рис. 2В), причем оно менее 
выражено в основной, чем в контрольной группе 
(Ме 11,7 [10,6; 12,8] и 7,9 [7,2; 9,3] соответственно 
против 14,7 [13,5; 16,7] пг/мл до лечения; p < 0,05) 
только для контрольной группы), что можно рас-
ценить положительно, учитывая роль этого цитокина 

Рис. 2. Концентрация цитокинов в слюне больных на 7 сутки после операции.
Примечание: * –  статистически значимые отличия по сравнению с уровнем до операции, р < 0,05; ** – статистически 
значимые отличия по сравнению с уровнем контрольной группы, р < 0,05
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в поляризации Т-хелперов в Th1, обеспечивающих 
клеточный иммунитет.

Уровни IL‑17 демонстрируют различную фаз-
ность изменений: в основной группе транзиторное 
нарастание на 3‑и сутки с дальнейшим снижением 
ниже исходного, а в контрольной группе – сниже-
ние на 3‑и сутки с последующим восстановлением 
на 7‑е (рис. 1Г, 2Г). Нарастание уровней цитоки-
нов, поляризующих CD4+ в Th2, IL‑5 и IL‑13 на 3‑и 
сутки, отмеченные только в контрольной группе, 
также является транзиторным. Однако уровень 
IL‑5 в оба срока исследования в основной группе 
был ниже, чем в контрольной (рис. 1В, 2в): на 3‑и 
сутки 136,3 [130,2; 144,4] против 173,6 [168,7; 176,8] 
пг/мл, на 7‑е сутки 117,4  [106,6; 125,2] против 
138,5 [131,7; 147,2] пг/ мл соответственно, в оба 
срока p < 0,05), что, с учетом описанных в лите-
ратуре данных о его связи с рецидивированием 
некоторых опухолей [16], возможно, является од-
ним из положительных моментов действия ИФДТ.

Известно значение хронического воспаления 
и сопровождающей его продукции цитокинов при 
опухолевом росте. Многократно описана проонко-
генная роль большинства известных цитокинов 
при неоплазиях, реализующаяся через активацию 
различных транскрипционных факторов и сигналь-
ных путей, стимуляцию пролиферации, неоангио-
генеза, эпителиально-мезенхимального перехода, 
и других процессов [4]. Однако представляется 
сложным разграничение значимости цитокинов 
для злокачественного роста и для иммунного от-
вета, неотъемлемым компонентом которого они 
являются, вследствие чего и осуществляется их 
противоопухолевая активность. Вероятно, многое 
зависит от их количества, соотношения, экспрес-
сии рецепторов к ним и пр. В отличие от хрониче-
ского, острое воспаление, тем более, не микробное, 
а индуцированное физическим фактором, таким 
как ФДТ, по-видимому, проявляет ингибирующее 
действие на рост опухоли как прямое путем раз-
рушения ее клеток, так и опосредованное через 
иммунную систему [15]. В связи с этим, ФДТ-инду-
цированная гиперпродукция цитокинов в очаге, 
тем более, после удаления опухоли, не только спо-
собствует его санации, ускоряя очищение и зажив-
ление раны, но и может иметь положительные от-
даленные последствия, связанные с увеличением 
безрецидивного периода вследствие разрушения 
резидуальных опухолевых клеток и индукции им-
мунного ответа на DAPMs. Полученные нами ре-

зультаты отчасти подтверждают это. Окислитель-
ный стресс, вызванный ФДТ, стимулирует выброс 
провоспалительных цитокинов в микроокруже-
ние опухоли, что отражается и на их содержании 
в слюне. В начале ФДТ-индуцированного воспа-
ления сосуды опухоли становятся проницаемыми 
для белков адгезии (IСAM 1, VCAM 1, селектинов), 
таким образом способствуя массивной инфильтра-
ции опухоли иммунными клетками-продуцентами 
широкого спектра цитокинов, из которых в лите-
ратуре подчеркивается значение TNF-α, IL‑6, IL‑1β, 
а также белков теплового шока, метаболитов ара-
хидоновой кислоты [17]. В связи с этим цитокины, 
обладающие провоспалительным действием, 
в частности, способностью повышать проницае-
мость сосудов, и обычно считающиеся проонкоген-
ными вследствие своего стимулирующего влияния 
на неоангиогенез, при ФДТ имеют положительное 
значение для реализации ее эффекта. Полученная 
нами сравнительная динамика цитокинов слюны 
больных основной и контрольной группы позво-
ляет говорить о более ранних пиках концентраций 
IL‑1β и IL‑8, наступающих на 3‑и сутки после интра-
операционной ФДТ и высоких локальных уровнях 
TNF-α и IL‑6, сохраняющихся на протяжении срока 
наблюдения. Напротив, противовоспалительные 
цитокины, например, IL‑10 и  TGF-β подавляют 
эффекты ФДТ [18]. О значимости IL‑7 при воспа-
лении известно, что его локальное содержание 
повышается за счет продукции макрофагами, 
дендритными клетками, фибробластами, а  его 
мишенью являются Т-лимфоциты, экспрессирую-
щие рецептор к нему. IL‑7 стимулирует преимуще-
ственно Th1 и Th17 лимфоциты, опосредующие 
клеточный иммунитет  [19]. В недавнем обзоре, 
посвященном роли IL‑7 при опухолях, указано, что 
он ингибирует рост меланомы, усиливает действие 
IFN-γ, восстанавливает активность CD8+ T-лимфо-
цитов путем снижения экспрессии ими PD‑1 [20]. 
Исходя из этого, можно предположить, что наблю-
даемое нами снижение уровня данного цитокина 
после транзиторного возрастания в слюне боль-
ных контрольной группы является прогностически 
неблагоприятным для состояния локального кле-
точного иммунитета, и, напротив, его стабильное 
повышение в слюне больных, получавших ИФДТ, 
отражает стимуляцию Т-клеточного звена.

Роль гранулоцитов и связанных с ними цито-
кинов в  организме опухоленосителя является 
двойственной. Известны многочисленные данные 
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литературы о проонкогенном действии нейтро-
филов [21], а также хемокинов, привлекающих их 
в очаг. Нейтрофильные «ловушки» способствуют 
выживанию циркулирующих опухолевых клеток 
в крови и метастазированию опухоли [22, 23]. Тем 
не менее, нейтрофилам как участникам генера-
ции АФК придается важное значение в действии 
ФДТ [24]. Однако, поскольку G-СSF способствует 
выходу из костного мозга в периферическую кровь 
и ткани незрелых гранулоцитов, обладающих имму-
носупрессивным действием (MDSC), более низкий 
уровень его у наших больных, получавших ИФДТ, 
по сравнению с контрольной группой мы рассма-
триваем как положительный момент.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Интраоперационное применение ФДТ у больных 
местно-распространенным раком полости рта вы-
зывает изменения цитокинового состава слюны, 
развивающиеся в течение первой недели после 
операции, часть из которых можно связать с полу-
ченным клиническим эффектом, состоящим в удли-
нении безрецидивного периода у таких пациентов 
(Патент РФ № 2797433). Однако для выяснения 
роли цитокинов в противоопухолевой эффектив-
ности примененного фотодинамического воздей-
ствия у больных местнораспространенным раком 
полости рта требуются дальнейшие исследования.
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РЕЗЮМЕ

Цель исследования. Изучение особенностей папилломавирусной (ВПЧ) инфекции, сопоставление ВПЧ-статуса, 
молекулярно-генетических параметров ВПЧ высокого канцерогенного риска (ВКР) с клинико-морфологическими 
характеристиками рака шейки матки (РШМ).
Материалы и методы. В исследование были включены 240 больных с морфологически верифицированным РШМ 
I–III стадий, у которых до начала лечения исследовали наличие ДНК ВПЧ 14 генотипов, при выявлении – вирусную 
нагрузку (ВН), наличие и степень интеграции ДНК в геном клетки-хозяина.
Результаты. Выявлен ряд статистически значимых ассоциативных связей между молекулярно-генетическими 
параметрами ВПЧ-инфекции и клинико-морфологическими показателями опухолевого процесса, в частности связь 
ВПЧ-негативного РШМ с возрастом и стадией заболевания; ВПЧ-инфицирования несколькими генотипами и генотипа 
ВПЧ – с гистологическим типом опухоли; ВН – с возрастом, стадией и гистологическим типом опухоли. Установлены 
значимые ассоциативные связи между молекулярно-генетическими параметрами самого вируса: генотипа и уровня 
ВН, генотипа и интеграции ДНК ВПЧ в хозяйский геном, а также отрицательная линейная корреляция между ВН 
и степенью интеграции.
Заключение. Полученные данные о взаимосвязи молекулярно-генетических параметров ВПЧ-инфекции с тради-
ционными прогностическими факторами могут стать основой для дальнейших исследований по разработке про-
гностических моделей с целью персонализации мультимодальных лечебных программ.

Ключевые слова: вирус папилломы человека (ВПЧ), высокий канцерогенный риск (ВКР), рак шейки матки (РШМ), 
генотип ВПЧ, множественная инфекция, вирусная нагрузка, ВПЧ – статус, интеграция ДНК вируса в клеточный геном
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Status and molecular genetic parameters of papillomavirus infection: individual characteristics 
and associative links with clinical and morphological factors of cervical cancer
L. S. Mkrtchyan1�, V. I. Kiseleva1, L. I. Krikunova1, B. V. Boyko1, V. R. Gusarova1, G. P. Bezyaeva1, L. V. Panarina1, S. A. Ivanov1,3, 
A. D. Kaprin2,3,4, I. A. Zamulaeva1,5 
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ABSTRACT

Purpose of the study. Study of the characteristics of human papillomavirus (HPV) infection, comparison of HPV status, mo-
lecular and genetic parameters of HPV high risk (HR) with the clinical and morphological characteristics of cervical cancer.
Materials and methods. The study included 240 patients with morphologically verified cervical cancer stages I–III, in whom 
the presence of HPV DNA of 14 genotypes was examined before treatment; upon detection, viral load (VL), the presence and 
degree of DNA integration into the genome of the host cell were examined.
Results. A number of statistically significant associative relationships have been identified between the molecular and genetic 
parameters of HPV infection and clinical and morphological indicators of the tumor process, in particular the relationship 
of HPV-negative CC with age and stage of the disease; HPV infection with several genotypes and HPV genotype – with the 
histological type of tumor; VL – with age, stage and histological type of tumor. Significant associative connections have been 
established between the molecular genetic parameters of the virus itself: genotype and level of VL, genotype and integration 
of HPV DNA into the host genome, as well as a negative linear correlation between VL and the degree of integration.
Conclusion. The obtained data on the relationship between the molecular and genetic parameters of HPV infection and 
traditional prognostic factors can become the basis for further research on the development of prognostic models for the 
purpose of personalizing multimodal treatment programs.

Keywords: human papillomavirus (HPV), high carcinogenic risk (HCR), cervical cancer (CC), HPV genotype, multiple 
infection, viral load, HPV status, virus DNA integration into the cell genome
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и молекулярно-генетические параметры папилломавирусной инфекции: индивидуальные особенности и ассоциативные связи с клинико-морфологическими 
факторами рака шейки матки 

ВВЕДЕНИЕ

Рак шейки матки (РШМ) занимает первое место 
среди злокачественных новообразований женских 
половых органов [1]. Ежегодно в мире выявляется 
более 600 тыс. новых случаев и регистрируется 
около 342 тыс. смертей от данной патологии [2]. 
В Российской Федерации РШМ лидирует среди при-
чин смертности от онкологических заболеваний 
женской части населения в возрасте 30–39 лет 
(21,5 %) [3].

Вирус папилломы человека (ВПЧ) высокого кан-
церогенного риска (ВКР) является доказанным фак-
тором развития РШМ [4]. Среди общего числа боль-
ных РШМ ВПЧ-позитивными являются 88–95 %, по 
данным различных авторов [5, 6]. Наиболее часто 
встречающимися генотипами ВПЧ, по данным 
большинства литературных источников, являют-
ся 16 и 18 типы, которые суммарно выявляются 
практически в 75–85 % случаев ВПЧ-позитивного 
РШМ [6–9]. Всемирной организацией здравоохра-
нения в 2020 г. была введена новая классификация 
эпителиальных опухолей шейки матки, основанная 
на наличии/отсутствии ВПЧ ВКР – т. н. ВПЧ-стату-
се [10, 11]. В цитируемых источниках указывается, 
что ВПЧ-негативный статус является показателем 
неблагоприятного прогноза эффективности лече-
ния, но, как отмечалось выше, доля таких больных 
невелика, что диктует необходимость поиска прог
ностических маркеров у подавляющего большин-
ства остальных больных РШМ с ВПЧ-позитивным 
статусом. Известно, что ВПЧ-инфекция характери-
зуется значительным разнообразием на молекуляр-
но-генетическом уровне, и, что важно, некоторые ее 
параметры способны влиять на чувствительность 
опухолевых клеток к противоопухолевым воздей-
ствиям (согласно результатам исследований на 
клеточных культурах в условиях in vitro). В связи 
с этим можно было предположить, что изучение 
особенностей ВПЧ-инфекции при цервикальном 
раке может предоставить дополнительную инфор-
мацию для стратификации больных в прогностиче-
ском аспекте, позволит персонализировать мульти-
модальные программы лечения РШМ и, в конечном 
итоге, повысить эффективность лечения.

В литературе достаточно широко представлены 
данные о взаимосвязи клинико-морфологических 
характеристик РШМ и молекулярно-генетических 
параметров ВПЧ-инфекции. Авторы сообщают о на-
личии ассоциации между ВПЧ-статусом и лимфо-

васкулярной инвазией [12], генотипами ВПЧ ВКР 
и морфологической формой опухоли, взаимосвязи 
ВПЧ 18 типа с наличием глубокой стромальной 
инвазии и поражением лимфатических узлов [13]. 
Одни исследователи обращают внимание на стати-
стически значимую связь между высокой вирусной 
нагрузкой (ВН) и риском метастатического пораже-
ния лимфоузлов, размером опухоли [14], другие – на 
корреляцию низкой ВН со стадией заболевания 
и  увеличенными лимфатическими узлами  [15]. 
Однако гетерогенность выборок с  отсутствием 
комплексной оценки взаимосвязи всего спектра 
молекулярно-генетических параметров ВПЧ-ин-
фекции с известными в прогностическом плане 
клинико-морфологическими факторами обуслов-
ливает, зачастую, противоречивый характер полу-
ченных данных и делает актуальным дальнейшие 
исследования в однородных группах больных РШМ 
с включением максимального количества изучае-
мых критериев.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Изучение особенностей ВПЧ-инфицированно-
сти, сопоставление ВПЧ-статуса, молекулярно-
генетических параметров ВПЧ ВКР с  клинико-
морфологическими характеристиками опухолевого 
процесса выполнено у  240 больных с  морфо-
логически верифицированным РШМ I–III стадий 
(FIGO), проходивших обследование и  лечение 
в отделении лучевых и комбинированных мето-
дов лечения гинекологических заболеваний МРНЦ 
им. А. Ф. Цыба – филиал ФГБУ «НМИЦ радиологии» 
Минздрава России [16]. Исследование является 
когортным ретроспективно-проспективным, про-
ведено в  соответствии с  протоколом, одобрен-
ным локальным этическим комитетом МРНЦ 
им.  А. Ф. Цыба – филиал ФГБУ «НМИЦ Радио-
логии» Минздрава России (протокол №  103 от 
17.09.2015 г.). В работе соблюдались этические 
принципы, предъявляемые Хельсинкской декла-
рацией Всемирной медицинской ассоциации (World 
Medical Association Declaration of Helsinki, 1964, ред. 
2013). До включения в исследование пациентками 
подписано добровольное информированное со-
гласие на участие в исследовании и определение 
в условиях in-vitro параметров ВПЧ-инфекции в био-
материале шейки матки. Критериями включения 
явились: морфологически верифицированный 
РШМ I–III стадий, отсутствие специализированного 
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лечения по поводу данного заболевания; критерии 
невключения – беременность, РШМ IV стадии, спе-
циализированное лечение по поводу данного забо-
левания в анамнезе; критерии исключения – отказ 
пациенток от дальнейшего участия в исследовании. 
Средний возраст больных составил 47,2 ± 12,0 лет. 
Превалировали местнораспространенные формы 
РШМ (II и III стадии заболевания) – суммарно у 186 
(77,5 %) пациенток. По морфологической структуре 
опухоли у больных наиболее часто был верифици-
рован плоскоклеточный рак различной степени 
дифференцировки – у 216 (90 %). По форме роста 
преобладали эндофитная и смешанная – соответ-
ственно у 59 (24,6 %) и 136 (56,6 %) пациенток; по 
варианту распространения опухолевого процесса – 
параметральный в различных вариациях и мета-
статический – соответственно у 174 (93,5 %) и 66 
(66,7 %) больных.

У  всех 240 больных до лечения исследовали 
наличие ДНК ВПЧ ВКР 14 генотипов: 16, 18, 31, 33, 
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 и 68. Материалом для 
исследования служили биоптаты и/или совмест-
ные соскобы эпителия цервикального канала (эн-
доцервикс) и наружной поверхности шейки матки 
(экзоцервикс), взятые до начала лечения. Все этапы 
последующего анализа полученных образцов био-
материала выполняли на отечественных тест-си-
стемах производства ФБУН ЦНИИ эпидемиологии 
Роспотребнадзора. Выделение ДНК проводили сор-
бентным методом с использованием комплекта 
реагентов «ДНК-сорб-АМ». Наличие, дифференци-
рованное определение генотипа и количественной 
нагрузки ВПЧ проводили методом мультиплекс-ПЦР 
с детекцией флуоресцентного сигнала по четырем 
каналам в режиме реального времени на амплифи-
каторе «Rotor Gene» («Corbett Research», Австралия) 
с использованием реагентов «АмплиСенс ВПЧ ВКР 
генотип-титр FL». В этой тест-системе амплифици-
руются вирусные гены Е1, Е6, E7 и клеточный ген 
β-глобина. Валидными считаются только данные 
для образцов с положительным результатом ана-
лиза β-глобина. Этот ген служит внутренним кон-
тролем реакции (ВКО), а также позволяет оценивать 
количество клеток в образце (1 клетка содержит 
2 молекулы β-глобина) и нормировать результаты 
амплификации вирусных генов на одинаковое коли-
чество клеток. Результаты исследования обрабаты-
вали в программной надстройке Excel, прилагаемой 
к тест-системе, и интерпретировали в соответствии 
со следующими критериями: а) логарифм (lg) ко-

личества копий ДНК ВПЧ на 105 клеток менее 3 
(ВН < 3) – низкая вирусная нагрузка; б) lg количества 
копий ДНК ВПЧ на 105 клеток равно или более 3, но 
менее 5 (3 ≤ ВН < 5) – умеренная вирусная нагрузка; 
в) lg количества копий ДНК ВПЧ на 105 клеток более 
или равно 5 (ВН ≥ 5) – высокая вирусная нагрузка. 
При множественной инфекции определялась коли-
чественная нагрузка всех установленных генотипов 
ВПЧ ВКР, наиболее высокие показатели соответ-
ствовали ведущему генотипу вируса.

Наличие интеграции ДНК ВПЧ оценивали по со-
отношению количества геномных эквивалентов 
Е7/Е2 вируса с учетом стандартного отклонения 
и коэффициента вариации данных в соответствии 
с разработанным алгоритмом [17]. Принцип его 
основан на том, что ген Е7 в процессе интеграции 
вирусной ДНК в ДНК клетки-хозяина сохраняется 
интактным, соответственно количество его в обеих 
формах вируса – эписомальной и интегрирован-
ной одинаковое. Ген Е2 в  процессе интеграции 
в  большинстве случаев разрушается и  количе-
ство его снижается. Анализ проводили методом 
TagMan-технологии в формате мультиплекс-ПЦР 
в режиме реального времени с использованием 
набора реагентов, позволяющего дифференциро-
ванно определять количество Е2 и Е7 вирусных 
генов и клеточного гена β-глобина. В одной про-
бирке амплифицировали участки генов Е7 и Е2 
вирусов и участка ДНК β-глобина человека – ВКО. 
Одновременно в каждом опыте амплифицировали 
стандартные образцы с известной концентрацией 
ДНК ВПЧ 16 и 18 и ДНК β-глобина. Все образцы: 
и клинические, и стандартные, амплифицировали 
в трех повторах. Для каждого из повторов рас-
считывали количество Е7 и Е2 по калибровочным 
кривым и уравнению регрессии, полученным на 
стандартных образцах в соответствии с програм-
мой амплификации этих генов. Степень интегра-
ции ДНК ВПЧ оценивали по формуле (1 – E2/E7) 
× 100 %. Отсутствие сигнала амплификации для 
гена E2 при наличии такого сигнала для гена E7 
соответствует 100 %-ной интеграции вирусной ДНК 
в геном клетки.

Статистическую обработку данных проводили 
с  использованием пакета программ Statistica 
10.0 (StatSoft, Inc.). Для описательной статистики 
использовали средние значения и стандартную 
ошибку (SE). Сравнение групп по качественным при-
знакам проводили с помощью критерия Фишера, 
по количественным признакам – с помощью U-кри-
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терия Манна-Уитни. Для оценки линейных связей 
между переменными использовали метод непа-
раметрической корреляции Спирмена с расчетом 
коэффициента ранговой корреляции (r). Многофак-
торный анализ проводили с использованием мето-
да агломеративной кластеризации (Agglomerative 
Nesting, AGNES) с построением древовидных диа-
грамм – дендрограмм.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

ВПЧ-статус и генотип
Наличие ВПЧ ВКР было зарегистрировано 

у  подавляющего числа больных исследуемой 
когорты – у 215 (89,6 %) из 240. Средний возраст 
ВПЧ-инфицированных больных РШМ составил 
46,7 ± 11,8 лет, что намного ниже показателей Ев-
ропы (54 ± 14 лет) [9]. Средний возраст больных, 
у которых ВПЧ ВКР не был обнаружен, составил 
50,6 ± 14,0 лет и не отличался от такового ВПЧ-
инфицированных больных (р > 0,05). Однако, ВПЧ-
негативный РШМ в 3,5 раза чаще встречался среди 
больных старше 55 лет (p = 0,004) (рис. 1), что со-
гласуется с данными других исследований [18, 19]. 
Отмечено статистически значимое повышение ча-
стоты ВПЧ-негативных форм заболевания при III 
стадии (18,2 %) по сравнению со II (3,4 %) и I (7,4 %) 
стадиями (p = 0,001 и p = 0,05 соответственно), о чем 
упоминают и отечественные исследователи [18].

Среди всех генотипов, обнаруженных у  боль-
ных РШМ, превалировали 16 (62,6 %), 18 (13 %) и 45 
(6,1 %) типы ВПЧ ВКР, далее следовали 31 (4,1 %), 33 
(2,8 %), 39 и 56 типы (по 2,5 %) (рис. 2). Суммарная 
доля остальных типов ВПЧ ВКР (35, 51, 52, 58, 59, 
66, 68) составила 6,4 %. Об аналогичном долевом 
распределении в странах Европейского региона, 
в частности Российской Федерации, сообщается 
в многочисленных публикациях, где также указы-
вается на превалирование в 70–75 % случаев ВПЧ 
16 и 18 генотипов [18–20]. В исследуемой группе 
215 ВПЧ-позитивных больных наиболее часто были 
обнаружены генотипы или их сочетания с доминиру-
ющим генотипом, относящиеся к филогенетической 
группе А9 (16, 31, 33, 35, 52, 58) – в 76,7 % случаях. 
Доля представителей группы А7 (18, 39, 45, 59) ока-
залась более, чем в 3,4 раза ниже – 22,3 %. Осталь-
ные 2 группы А5 (51) и А6 (56, 66) были представле-
ны в единичных случаях (0,5 %). Пик встречаемости 
генотипов группы А9 приходился на молодой воз-
раст – до 30 лет (78,6 %), А7 – на возрастную кате-
горию до 45 лет (31,3 %), однако без статистически 
значимых различий, что согласуется с результатами 
многофакторного анализа [21], хотя в отдельных 
исследованиях демонстрируется наличие связи 
генотипа ВПЧ с возрастом больных РШМ [9].

При плоскоклеточном раке отмечено превали-
рование генотипов группы А9 (80,0 %) (р = 0,0002) 
с доминированием ВПЧ 16 (74,3 %) (р = 0,0002); при 
аденокарциноме – группы А7 (66,7 %) (р = 0,0003) 
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Рис. 1. Особенности ВПЧ ВКР-инфицированности больных 
РШМ в зависимости от возраста  

Рис. 2. Распространённость 14 генотипов ВПЧ ВКР у боль-
ных РШМ, включая случаи множественной инфекции 
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с преобладанием ВПЧ 18 (60,0 %) (p < 0,0001). Сре-
ди ВПЧ 16/18‑ассоцированных плоскоклеточных 
РШМ значимо чаще встречался ВПЧ 16 типа (86 %), 
а при аденокарциноме – ВПЧ 18 (64,3 %) (р = 0,0001). 
Подобная ассоциативная связь филогенетических 
групп и, соответственно, генотипов с гистологиче-
ским типом опухоли выявлена и в других иссле-
дованиях [9, 22]. Распределение наиболее часто 
встречающихся филогенетических групп (А9 и А7) 
значимо не различалось в зависимости от стадии 
заболевания, формы роста опухоли, а у больных 
местнораспространенным РШМ, в том числе и от 
варианта распространения опухолевого процесса 
(наличие/отсутствие инфильтрации параметриев, 
метастатический вариант) (р > 0,05), что также под-
тверждают результаты других исследований [23].

Инфицирование несколькими типами ВПЧ ВКР 
(множественная инфекция) было обнаружено у 25 
(11,6 %) из 215 ВПЧ-инфицированных пациенток 
(у 19–2 генотипа, у 6–3 генотипа). Статистически 
значимых различий в частоте встречаемости оди-
ночной или множественной ВПЧ-инфекции в зави-
симости от возраста, стадии заболевания, формы 
роста и  варианта распространения опухоли не 
выявлено, что подтверждается и в исследовании 
N. Jing и соавт. (2003) [24]. Однако необходимо от-
метить, что множественная инфекция встречалась 
только у больных с морфологически верифициро-

ванным плоскоклеточным раком (p < 0,0001 при 
сравнении с железистым морфотипом опухоли, 
p = 0,038 при сравнении с недифференцированным 
раком), на данную закономерность обратили вни-
мание и другие исследователи [25].

Вирусная нагрузка
Вирусная нагрузка была определена у 199 ВПЧ-

позитивных пациенток РШМ I–III стадий, из них 
с одиночной инфекцией – 175 (87,9 %), множествен-
ной инфекцией – 24 (12,1 %) случая. В исследуемой 
группе наиболее часто наблюдалась высокая ВН 
(средний уровень 6,4 ± 1,3) – в 142 (71,4 %) случаях. 
У 50 (25,1 %) пациентов ВН оказалась умеренной 
(средний уровень 4,4 ± 0,54), и лишь у 7 (3,5 %) – 
низкой (средний уровень 2,4 ± 0,1). При сравнении 
данных о ВН, полученных при обработке различ-
ного биологического материала – цервикальных 
соскобов и  биоптатов одних и  тех же больных 
(n = 47) – была выявлена достаточно высокая кор-
реляция этих показателей между собой (r = 0,72, 
p < 0,0000001) (рис. 3).

Отмечено статистически значимое повышение 
доли случаев с низкой ВН с увеличением возраста 
(r = 0,86, р = 0,04), причем в возрастной группе до 
30 лет случаев низкой ВН обнаружено не было (рис. 4).

При ВПЧ 16 наиболее часто встречалась высо-
кая нагрузка вируса, а при ВПЧ 18 – умеренная 

Рис. 3. Анализ корреляционной зависимости 
вирусной нагрузки ВПЧ ВКР в соскобах эпителия 
и соответствующих биоптатах шейки матки больных РШМ 
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и высокая нагрузки наблюдались почти с оди-
наковой частотой (рис. 5): средний уровень ВН 
при ВПЧ 16 (6,0  ±  1,7) оказался статистически 
значимо выше аналогичного показателя при ВПЧ 
18 (5,0 ± 1,1) (р < 0,001). Данная закономерность 
сохранялась для филогенетических групп, к кото-
рым принадлежали указанные генотипы: 6,0 ± 1,6 
и 4,9 ± 1 соответственно при генотипах группы А9 
и А7 (р < 0,001).

При  III стадии заболевания средний уровень 
ВН (6,2 ± 1,6) оказался значимо выше, чем при 
I (5,4 ± 1,9) и II (5,4 ± 2,1), соответственно р = 0,006 
и р = 0,02. Наши данные согласуются с последни-
ми результатами отечественных исследований об 
относительно невысокой ВН при ранних стадиях 
заболевания [19, 26].

При плоскоклеточном раке было выявлено боль-
ше случаев высокой ВН (73,9 %) (р = 0,08), а при аде-
нокарциноме – низкой нагрузки (13,3 %) (р = 0,07) 
(рис. 6). Соответственно, средний уровень ВН был 
выше при плоскоклеточном раке (5,8 ± 1,6) по срав-
нению с аденокарциномой (5,0 ± 1,6) (р = 0,10). Взаи-
мосвязь низкой нагрузки с цервикальной адено-
карциномой и ВПЧ 18 типа отмечают также другие 
авторы [27].

По нашим данным при разных формах и вари-
антах распространения опухолевого процесса ста-
тистически значимых отличий по уровню ВН не 
наблюдалось.

Интеграция ДНК ВПЧ 16/18
Наличие интеграции ДНК вируса, как пол-

ной, так и частичной, исследовано у больных, 
инфицированных ВПЧ 16 и 18 типами (140 и 28 
случаев соответственно), которые являются наи-
более агрессивными и составляют подавляющее 
большинство всех генотипов, обнаруженных при 
РШМ. Такие больные составляли 78,1 % от всех 
ВПЧ-позитивных случаев в нашем исследовании. 
В исследуемой когорте у большинства больных 
выявлена интеграция ДНК вируса (интегрирован-
ная форма) – у 101 из 168 человек (60,1 %), что 
подтверждает результаты ряда работ о высокой 
частоте встречаемости при инвазивном РШМ 
вируса в интегрированном состоянии [26, 28]. 
У остальных 67 (39,9 %) больных зарегистриро-
вано отсутствие интеграции ДНК ВПЧ в клеточ-
ный геном (эписомальная форма по критерию 
сохранения гена Е2 в  интактном состоянии). 
Следует заметить, что невыявление интеграции 
ДНК ВПЧ в геном клетки-хозяина в соответствии 
с описанным выше алгоритмом нельзя одно-
значно интерпретировать как наличие только 
эписомальной формы вируса, поскольку такая 
интеграция может происходить с участием раз-
личных других вирусных генов [29–30]. Однако 
преимущественно этот процесс сопряжен с на-
рушением целостности Е2‑гена вируса [31], что 
объясняется высокой доступностью этого вирус-
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Рис. 7. Анализ корреляционной зависимости степени инте-
грации ДНК ВПЧ в соскобах эпителия и соответствующих 
биоптатах шейки матки больных РШМ. Степень интеграции 
изменяется от 0 % (эписомальная форма вируса) до 100 % 
(полная интеграция вирусной ДНК в клеточный геном). Про-
межуточные значения соответствуют смешанной форме 
ВПЧ ВКР – наличию как эписомальных, так и интегрирован-
ных форм; количественный показатель – степень интегра-
ции – соответствует доле интегрированных форм ВПЧ ВКР
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Таблица 1 Распределение больных РШМ в зависимости от качественных  и количественных параметров ВПЧ 16/18

Форма вируса Эписомальная абс (%) Интегрированная абс (%)

Вирусная нагрузка < 50% ≥ 50%

ВН < 3 (n = 5) 1 (20,0) 0 4 (80,0)

3≤ ВН < 5 (n = 39) 11 (28,2) 5 (12,8) 23 (59,0)

ВН ≥ 5 (n = 124) 55 (44,4) 21 (16,9) 48 (38,7)
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Рис. 9. Корреляционный анализ молекулярно-генетических 
параметров ВПЧ инфекции у  больных РШМ (n  = 168): 
0 % – отсутствие интеграции (эписомальная форма виру-
са), 100 % – полная интеграция ДНК ВПЧ в геном клетки-
хозяина. Промежуточные значения соответствуют сме-
шанной форме ВПЧ ВКР – наличию как эписомальных, так 
и интегрированных форм; количественный показатель – 
степень интеграции – соответствует доле интегрированных 
форм ВПЧ 16,18
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ного гена для различных видов генетических 
перестроек. Более того, нами получены данные, 
позволяющие предположить более высокую био-
логическую значимость Е2‑опосредованного 
пути интеграции вирусного генома в клеточный, 
в отличие от интеграции с участием других вирус-
ных генов [32].

Сравнительный анализ данных по степени 
интеграции вирусной ДНК в соскобах и биопта-
тах шейки матки, полученных у одних и тех же 
больных (n  = 47), выявил достаточно высокую 
корреляцию показателей между собой: коэффи-
циент корреляции R = 0,89 при уровне значимо-
сти p < 0,000001 (рис. 7). С учетом этих данных, 
а также аналогичных результатов сравнительного 
анализа ВН можно рекомендовать использование 
соскоба эпителия шейки матки для молекулярно-
генетического исследования параметров ВПЧ, так 
как информативность материала, полученного дан-
ным способом, не уступает информативности при 
выполнении более травматичной процедуры – био-
псии шейки матки.

Интегрированная форма ВПЧ ВКР наиболее 
часто встречалась у  больных старше 65  лет – 
в 66,7 % случаев, при этом в 44,4 % случаев в виде 
полной (100 %) интеграции. При инфицировании 
ВПЧ 18 по сравнению с ВПЧ 16 превалировали 
интегрированные формы вируса (соответственно 
82,1 % и 55,7 %, р = 0,01) с преобладанием высоко-

интегрированных (интеграция ДНК ≥ 50 %) форм 
(соответственно 64,3 % и 40,7 %, р = 0,019), высо-
кий процент среди которых занимала полная 
(100 %) интеграция ДНК ВПЧ (50,0 % против 20,7 %, 
р = 0,003) (рис. 8). О более частом обнаружении 
ВПЧ 18 типа в интегрированном состоянии по 
сравнению с ВПЧ 16 типа сообщается и в зару-
бежных исследованиях [33].

Анализ наличия/отсутствия и степени интегра-
ции в зависимости от клинико-морфологических 
характеристик не выявил статистически значимых 
ассоциативных связей, что согласуется с данными 
литературы [34].

Ассоциативная связь вирусной нагрузки 
и статуса ДНК ВПЧ 16/18
Молекулярно-генетические параметры вирусной 

инфекции исследованы у 168 ВПЧ 16/18‑позитив-
ных больных РШМ I–III стадий. По мере повышения 
ВН наблюдалось увеличение доли эписомальных 
и уменьшение доли высокоинтегрированных форм 
вируса (табл. 1).

Низкая вирусная нагрузка только в единичном 
случае (20,0 %) сопровождала эписомальную фор-
му вируса; все остальные случаи низкой вирусной 
нагрузки (80,0 %) сочетались с 100 % интеграцией. 
Ранее нами была установлена обратная линейная 
корреляция ВН и степени интеграции ДНК ВПЧ 
в клеточный геном [35]. В дальнейшем выборка 

Рис. 10. Дендрограмма больных РШМ с учетом ВПЧ 
статуса (n = 240) 

Рис. 11. Дендрограмма ВПЧ-ассоциированных больных 
РШМ с учетом всего спектра молекулярно-генетических 
параметров ВПЧ ВКР (n = 174) 
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больных была существенно увеличена, и данная 
закономерность сохранилась при высокой значи-
мости (r = – 0,41, р < 0,0001) (рис. 9).

Многофакторный анализ
В целях изучения возможных ассоциативных 

связей между различными параметрами, харак-
теризующими опухолевый процесс и ВПЧ-инфек-
цию, был проведен многомерный разведочный 
анализ с использованием метода кластеризации, 
который позволил выявить наиболее взаимосвя-
занные параметры – морфологическая форма опу-
холи и ВПЧ-статус (рис. 10), а при ВПЧ-позитивном 
РШМ – морфологическая форма опухоли и сле-
дующие особенности ВПЧ-инфекции: количество 
присутствующих генотипов ВПЧ ВКР, генотипы 16 
и 18, физический статус вирусной ДНК – наличие/
отсутствие интеграции в геном клетки-хозяина 
(рис. 11).

Таким образом, многофакторный разведочный 
анализ позволил обнаружить ассоциативные связи, 
которые не были получены при попарном сравне-
нии различных факторов, но о которых можно было 
предположить косвенным путем при изучении ре-
зультатов однофакторного анализа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучение возможных ассоциативных связей между 
широким спектром молекулярно-генетических пара-
метров ВПЧ-инфекции и клинико-морфологическими 
характеристиками злокачественной опухоли шейки 
матки выявило наличие корреляций между ВПЧ-ста-
тусом, генотипом ВПЧ, количеством присутствующих 
генотипов и известным прогностическим факто-
ром – морфологической формой цервикального рака. 
В то же время в нашей работе показано отсутствие 
взаимосвязи таких молекулярно-генетических пара-
метров ВПЧ-инфекции, как генотип и уровень инте-
грации ДНК вируса в клеточный геном с основным 
традиционным фактором прогноза эффективности 
лечения – стадией заболевания. Этот факт позволяет 
предположить возможность независимого от стадии 
прогностического значения указанных параметров 
и обосновывает целесообразность проведения даль-
нейших исследований по оценке прогностической 
ценности уровня интеграции ДНК ВПЧ различных 
генотипов (прежде всего, наиболее часто встречаю-
щихся 16 и 18 типов) в качестве потенциальных неза-
висимых биомаркеров для прогноза эффективности 
лечения РШМ.
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