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Экспериментальное моделирование злока�
чественных опухолей животных является осно�
вой изучения канцерогенеза и противоопухоле�
вого эффекта различных препаратов с рекомен�
дациями возможного их применения в клинике.

В последние годы привлекает внимание изу�
чение катионных низкомолекулярных пептидов
(КАМП). Среди них наиболее изученными яв�
ляются дефенсины, протегрины и др. Выделен�
ные из лейкоцитов и эпителиальных тканей, они
обладают широкими биологическими свойства�
ми � антимикробной, антивирусной, цитотокси�
ческой, хемотаксической, иммуномодулирующей
активностью, модулируют гормональные отве�
ты. При этом в зарубежной печати все чаще
встречаются источники, указывающие на про�
тивоопухолевое действие катионных низкомоле�
кулярных пептидов. Так, на моделях in vitro изу�
чен механизм цитотоксического действия дефен�
синов за счет повышения мембранной проница�
емости, приводящей в конечном итоге к лизису
опухолевой клетки. Отмечено, что литическое
действие отдельных КАМП в десятки раз выше
для опухолевых клеток, чем для незлокачествен�
ных. Установлено потенцирующее действие де�
фенсинов по отношению к цитотоксическому
действию ряда препаратов, в частности доксо�
рубицина, против многомедикаментозноустой�
чивых линий опухолевых клеток [9,7].

К группе низкомолекулярных антимикроб�
ных пептидов относятся и тромбодефенсины
(ТД) – катионные петиды (мол. вес. – 1,5�10,2
kD), локализованные в альфа�гранулах тром�
боцитов, высвобождающиеся из них при по�
вреждении тканей и обладающие антибактери�
альной активностью, а также предполагаемой
противоопухолевой активностью [1]. При этом
определенный интерес представляет изучение
их действия на кинетику развития эксперимен�
тального рака молочной железы (РМЖ) в за�
висимости от дозы и гистлогического строения
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опухоли, тем более данные по этой проблеме в
доступной литературе отсутствуют.

Материалы и методы исследований.
В работе были использованы тромбодефен�

сины, входящие в состав новой фармакологичес�
кой композиции и полученные из тромбоцитов
человека путем замораживания и разморажива�
ния тромбоцитарной массы при температуре �
15(�20) оС, с последующим центрифугировани�
ем, фильтрацией супернатанта через диализные
мембраны и элюции концентрата, содержащего
пептиды линейным градиентом ацетонетрила с
Сефадекса G�50.  Полученные пептидные фрак�
ции собрали, объединили и определили общее
содержание белка, которое составило – 146 мкг/
мл, а затем лиофилизировали [2].

Испытания in vivo были проведены на пе�
ревиваемой модели опухоли молочных желез
самок мышей линии ВLRB�RB (8.17) 1 Iem, под�
держиваемой на сингенных самцах. Данная ли�
ния характеризуется высокой частотой возник�
новения спонтанного рака молочных желез
(РМЖ) с возможным участием экзогенного
MMTV�ретровируса, обнаруженного у них в
лейкоцитарной фракции. Мыши были предос�
тавлены отделением биомоделей лаборатории
Биотехнологии Института биоорганической
химии им. академиков М.М.Шемякина и Ю.А.
Овчинникова РАН г. Москва для разведения в
экспериментально�биологической клинике (ви�
варии) Института биоэлементологии ОГУ.

Для эксперимента из 30 самцов мышей дан�
ной линии методом пар�аналогов были сфор�
мированы 3 группы (n=10) – контрольная и две
опытные. Перевивка опухолей самцам и после�
дующее наблюдение за динамикой роста опу�
холевых узлов проводились с учетом рекомен�
даций Е.В.Моисеевой [11]. Для сингенной пе�
ревивки самцам использована опухоль весом 2
г стандартной локализации, возникшая у дев�
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ственной самки ВLRВ RB (8.17) 1 Iem. Была
получена взвесь опухолевых клеток в 20 мл сре�
ды 199. После стандартного разведения 1:2
взвесь была введена подкожно в область холки
опытным и контрольным мышам по 0,5 мл каж�
дой, что соответствовало дозе 13,3 млн опухоле�
вых клеток на мышь. Через 24 часа после пере�
вития опухоли мышам опытных групп начина�
ли введение исследуемой фармакологической
композиции в объеме 1 мл подкожно в область
перевивки, при этом разведение препарата фос�
фатным буфером в I опытной группе составило
1:1000 (концентрация тромбодефенсинов – 0,146
мкг/мл), а во II опытной – 1:5000 (концентра�
ция – 0,029 мкг/мл). Одновременно животным
контрольной группы делали инъекции 1мл фос�
фатного буфера. Обследование животных на
выявление новообразований проводили ежене�
дельно. Индивидуальный рост визуально оп�
ределяемой опухоли выражался с помощью ди�
намики роста среднего диаметра опухоли
(СДО), вычисляемого по формуле (a+b+h)/3;
где a � это максимальная длина, b � максималь�
ная ширина, а h � средняя высота [12].

По окончанию эксперимента для гистоло�
гического исследования брали ткани опухоли,
селезенки, печени и почек. Материал фикси�
ровался в 10% растворе забуферного форма�
лина. Приготавливались серийные гистологи�
ческие срезы, которые окрашивались гематок�
силином и эозином. Коллагеновые волокна
красились по ван�Гизон, эластические � по
Вейгерту. Кислые гликозаминогликаны выяв�
лялись альциановым синим, нейтральные � с
помощью PAS�реакции.

На светооптическом уровне в гистологичес�
ких препаратах опухолей на стандартной пло�
щади окулярной сетки при увеличении: Об.40,
Ок. 7 подсчитывалось процентное соотношение
площадей паренхимного и стромального ком�
понентов опухолей; площадь сосудистого рус�
ла вокруг опухолевого узелка. При увеличении:
Ок.7, Об. 90 подсчитывали общий клеточный
инфильтрат с вычислением процентного содер�
жания фибробластов (ФБ) и фиброцитов
(ФЦ), лимфоцитов (ЛФ), макрофагов (МФ),
лейкоцитов (Л). На 3000 опухолевых клеток
подсчитывалось число митотически делящихся
клеток. Достоверность различий между груп�
пами рассчитывали по t�критерию Стьюдента.

Полученные результаты.
Основными критериями, по которым мы

судили об эффекте исследуемой композиции,
оказываемом на перевитую опухоль РМЖ,
были следующие: кинетика изменения разме�
ров опухоли; митотическая активность опухо�
левой ткани; степень  васкуляризации и клеточ�
ная реакция со стороны окружающих тканей.
По данным ряда авторов [5, 6, 4, 13] эти пара�
метры являются достаточно информативными
для клинико�морфологической характеристи�
ки поведения опухоли.

Исходя из полученных данных установле�
но, что первое появление опухолевого узелка
наблюдалось в контрольной группе после 2�х
недель эксперимента, при этом средний размер
РМЖ составил 4,5 ± 1,7 мм; в опытных группах
отмечено увеличение латентного периода на
1 неделю, по сравнению с контролем, при этом
размеры опухолей после 3�ей недели опыта у
подопытных животных составили 3±1,4 и
4,0±1,1 мм, соответственно, в I и II опытных
группах. Дальнейшая картина изменения сред�
них размеров перевитой опухоли во всех груп�
пах подопытных самцов отличается только сни�
жением темпа роста опухолей и их размерами в
конце опыта, в зависимости от вводимой кон�
центрации ТД. Так, наибольшее снижение тем�
па роста оказалось в группе мышей, получав�
ших исследуемый препарат в наибольшей кон�
центрации (0,146 мкг/мл) – в I опытной груп�
пе, минимальное – у контрольных животных.
При этом в конце эксперимента наибольших
размеров опухолевые узлы достигли у конт�
рольных мышей –  28,3 ± 2,3  мм,  у животных I
и II опытных групп данный показатель был
меньше на 7,6 ± 0,8 (Р<0,05) и 4,0 ±0,6 (Р<0,05)
мм, соответственно. Таким образом, введение
тромбодефенсинов, особенно мышам I�ой опыт�
ной группы, оказало тормозящее влияние на
рост и размеры перевитых опухолей.

При макроскопическом исследовании опу�
холевые узлы у мышей всех групп определялись
в виде образований округлой формы, без чет�
ких границ с окружающей тканью, серого цве�
та. В исследуемых внутренних органах метаста�
зов не обнаружено.

Следует отметить, что, несмотря на однотип�
ность перевиваемой опухоли и методики ее транс�
плантации, гистологическое строение перевитых

Сипайлова О.Ю., Корнеев Г.И. Исследование противоопухолевой активности...



346 ВЕСТНИК ОГУ №6/ИЮНЬ`2009

опухолей у мышей было неодинаково. Во всех
случаях это были аденокарциномы различного
строения, преимущественно � с экспансивным
характером роста. При этом преобладали раки
медуллярного строения с темными полиморф�
ными клетками, бедные стромой. Эти опухоли
отличались более быстрым ростом, в сравнении
с раками скиррозной дифференцировки и кис�
тозными  карциномами с аденоидными структу�
рами, которые были бедны стромой.

Следующим параметром агрессивности
опухоли является митотическая активность опу�
холевых клеток, как показатель пролифератив�
ных процессов. Измеряя количество митотичес�
ких клеток в опухолях различного гистологичес�
кого строения, установлено, что наибольшее их
количество отмечено в опухолях мышей конт�
рольной группы с медуллярной дифференци�
ровкой (31±8), наименьшее � в скиррозных и ки�
стозных опухолях с аденоидными структурами
(25±6). Выявленная высокая пролиферативная
активность согласуется с установленными наи�
большими темпами роста опухолей медулляр�
ного строения у контрольных мышей.  У живот�
ных опытных групп количество митотических
клеток в опухолях значительно снижается. При
этом наибольшей чувствительностью к введению
ТД характеризуются раки медуллярного строе�
ния у мышей I�ой экспериментальной группы, у
которых число митотических клеток уменьши�
лось почти в два раза, в сравнении с контролем,
составив 16±5 (P<0,001).

Своеобразным критерием активности опу�
холи является площадь васкуляризации ткани,
окружающей опухолевый узел. Данный пока�
затель оказался различным во всех группах
животных и зависел от гистологической фор�
мы рака: площадь сосудистого русла всегда
больше в опухолях медуллярного строения, в
сравнении со скиррозными формами. Введение
изучаемой фармакологической композиции
опытным мышам приводит к снижению данно�
го показателя, при этом наибольшая разница с
контролем наблюдается в опухолях  мышей I
опытной группы � 29,7 % (P<0,001) и 20,4%
(P<0,005), соответственно, в опухолях  медул�
лярного и скиррозного строения.

Изменения клеточного инфильтрата (КИ)
вокруг опухолевого узла также дает информа�
цию о реакции хозяина на опухолевую ткань.

При этом в экспериментальных группах, в срав�
нение с контрольной, уменьшается как общее
число клеток, так и процентное содержание раз�
личных клеточных популяций. Так, наибольшее
снижение общего количества клеток в окружа�
ющих тканях отмечено у мышей I опытной груп�
пы, при этом разница с контролем составляет
64,9 % (P<0,001) и 65,5% (P<0,001), соответ�
ственно, для солидных и скиррозных форм рака.
Неравнозначно меняется и клеточный состав
КИ в зависимости от гистологического строе�
ния опухоли. Преобладающими клетками в КИ
всех видов опухолей являются ЛФ, МФ, а в
скиррозных опухолях еще и ФБ. Такие соотно�
шения  сохраняется как в контрольной, так и
опытных группах. Тем не менее, у мышей, кото�
рым вводили исследуемую композицию, про�
центное количество ЛФ и особенно МФ досто�
верно уменьшается, а содержание ФБ увеличи�
вается. Данная реакция более выражена у жи�
вотных I�ой опытной группы. При этом число
нейтрофилов в экспериментальных группах
мышей имеет тенденцию к нарастанию.

Таким образом, в ходе предварительных ис�
следований выявлена достоверная связь между
темпами роста опухоли и ее чувствительностью к
тромбодефенсинам в зависимости от гистологи�
ческого строения РМЖ и дозы исследуемой ком�
позиции. Подобная зависимость была описана
ранее в работе [10], в которой доказано значитель�
ное уменьшение интенсивности роста спонтанных
и перевиваемых опухолей мышей при введении
вокруг узла иммуномодулятора ИЛ�2 при более
быстром темпе роста рака медуллярного строе�
ния, в сравнении со скиррозной формой.

Выявлены значительные колебания  васку�
ляризации и клеточных реакций тканей, окру�
жающих опухоль. Так, установлен усиленный
рост опухоли с повышением кровоснабжения и
нарастанием клеточного инфильтрата в окру�
жающих тканях, особенно опухолей медулляр�
ного строения в контрольной группе мышей, не
получавших инъекции ТД. По мнению отдель�
ных исследователей [8, 3, 15, 13] увеличение этих
параметров рассматривается как неблагопри�
ятные прогностические признаки РМЖ, хотя
эти сведения носят противоречивый характер.
Повышенный ангиогенез в сочетании с высо�
ким агрессивным ростом РМЖ были установ�
лены и в исследованиях [14, 16].

Фундаментальные проблемы изучения и сохранения биологического разнообразия
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   Следующей из выявленных особеннос�
тей поведения исследуемых перевитых опухо�
лей является изменения динамики их роста и
чувствительности к ТД  в зависимости от их
гистологического строения. Так, установлено,
что анапластические карциномы медуллярно�
го строения низкой дифференцировки и вы�
сокой митотической активностью отличают�
ся более агрессивным ростом и большей чув�
ствительностью к дефенсинам, в сравнении с
раками скиррозной и кистозно�папиллярной
дифференцировки.
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  Обобщая полученные результаты, можно
сказать, что тромбодефенсины обладают опреде�
ленным противоопухолевым действием на транс�
плантируемые злокачественные эпителиальные
опухоли, в частности на РМЖ мышей. Для полу�
чения более углубленных данных о механизмах
противоопухолевого влияния данных катионных
пептидов, необходимо расширить исследования с
применением ТД в более широком диапазоне кон�
центраций и изучением сопутствующих биохими�
ческих, иммуннологических и гематологических
изменений в организме подопытных животных.
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