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В истории фармакологии, как и дру-
гих отраслях науки, известны эпизоды, 
когда выбор неадекватных методов и 
недостаточно критическое отношение к 
полученным результатам приводили к 
ошибочным выводам. Поэтому валида-
ция методов оценки специфической 
активности и безопасности потенциаль-
ных лекарственных средств имеет пер-
востепенное значение. Этот постулат 
относится и к поиску средств лечения 
злокачественных новообразований.

Подобно другим лекарственным 
средствам, создание противоопухоле-
вых препаратов проходит длительный 
путь. Как правило, первичный скри-
нинг потенциальной действующей суб-
станции, предложенной на основании 
компьютерного моделирования (in 
silico) при помощи программы SAR 
(structure-activity relationships) или 
других программ, проводится на куль-
турах клеточных опухолевых линий. 
Ввиду того, что для роста раковой опу-
холи значение имеют ее микроокруже-
ние, развитие кровеносных сосудов, 
эпителиально-стромальные взаимоот-
ношения, а стромальные элементы и 
сосуды в клеточных линиях рака отсут-
ствуют, полученные результаты не 
могут быть непосредственно приложи-
мы к опухоли, растущей в организме. 
Поэтому в случае выявления противо-
опухолевой активности in vitro тестиро-
вание продолжается в экспериментах 
in vivo.

В экспериментальной онкологии суще-
ствует множество «животных» моделей 
спонтанных, индуцированных и перевив-
ных злокачественных опухолей (рак, 
саркома и др.), на которых можно наблю-
дать особенности их развития, прогрес-
сирования, метастазирования, динамику 
неоваскулогенеза, воспаления, гипоксии 

и прочих факторов микроокружения. 
Известно, например, что гормонозависи-
мые аденокарциномы – рак простаты, 
грудной железы, матки – эволюциониру-
ют от стадии чувствительности к гормо-
нальной терапии до гормон-резистентно-
го состояния, когда возникает необходи-
мость в назначении цитотоксической 
хемотерапии и других негормональных 
методов лечения. Однако с целью сокра-
щения сроков фармакологического 
тестирования и приближения к реально-
му объекту проводятся исследования на 
модели ксенографтов первой генерации 
раковой ткани человека у лабораторных 
животных, например, мышей [1]. Следу-
ет сразу оговориться, что данная модель 
может рассматриваться лишь как про-
межуточный этап между тестированием 
препаратов in vitro и исследованиями на 
долгоживущих опухолях.

С целью предотвращения цитотокси-
ческого иммунного ответа на гетеро-
трансплантацию и увеличения продол-
жительности жизни опухолевого транс-
плантата предпочтение отдают бести-
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мусным (nude), облученным и другим 
иммунодефицитным мышам, напри-
мер, получавшим циклоспорин или 
циклофосфамид [2, 3]. Сложность 
содержания таких животных, их доро-
говизна побудили обратиться к экспе-
риментам на иммунокомпетентных 
мышах. К тому же утверждалось [4], 
что первичные хирургические эксплан-
ты в нефросубкапсулярном тесте чаще 
демонстрируют позитивный рост у 
иммунокомпетентных мышей (через 6 
дней – в 82 % подсадок), чем у имму-
нодефицитных бестимусных мышей 
(через 11 дней – в 30 % подсадок). 
Оценка пригодности иммунокомпетент-
ных мышей для изучения противоопу-
холевой активности препаратов оказа-
лась неоднозначной [3–5], что и побу-
дило нас провести ретроспективный 
анализ результатов собственных иссле-
дований [6–8].

Тестирование противоопухолевой 
активности препаратов проводили на 
ксенографтах рака предстательной 
железы человека, идентифицированно-
го патоморфологом как аденокарцино-
ма. В 80–85 % случаев она проявляет 
чувствительность к стимулирующему 
действию андрогенов. В качестве реци-
пиентов ксенографтов использовали 
самцов иммунокомпетентных мышей 
линии СВА, которых содержали в вива-
рии института на стандартном пище-

вом рационе. Все манипуляции с ними 
выполняли с соблюдением норм «Евро-
пейской конвенции по защите позво-
ночных животных, используемых в 
экспериментальных и других научных 
целях» (Страсбург, 1986), и националь-
ных рекомендаций по биоэтике. Источ-
ником раковой ткани служили фраг-
менты опухоли, полученной после 
радикальной простатэктомии (д. м. н. 
В. Н. Григоренко), с обязательным 
получением информированного согла-
сия пациентов. Для трансплантации 
нарезали кусочки со средней массой 
0,99 ± 0,01 мг, под капсулу левой 
почки подсаживали по два кусочка. 
Тестируемые препараты начинали вво-
дить ежедневно после трех дней роста 
ксенографтов, через 24 ч после послед-
него введения животных декапитирова-
ли, ксенографты извлекали, взвешива-
ли и результаты сравнивали со средним 
приростом массы в контрольной груп-
пе, принятым за 100 %. Часть мышей-
реципиентов кастрировали до подсадки 
раковой ткани. Торможение роста ксе-
нографтов у них свидетельствовало о 
принадлежности опухоли к андрогенза-
висимому варианту.

Гистологические и гистохимические 
исследования включали световую 
микроскопию препаратов, окрашенных 
гематоксилином и эозином, оценку 
апоптоза по наличию апоптозных 

Условия 
опыта

Кол-во 
ксено-
граф-

тов

Прирост 
массы,  

(М ± m) мг

Процент 
от при-
роста в 

контроле

Гистологические 
признаки атро-
фии и деструк-

ции опухоли 
(баллы)

Эпителиально-
стромальное 

соотношение, 
(М ± m), (n)

Контроль 49 0,82 ± 0,08 100 1
0,44 ± 0,04    

(n = 39)

Флутамид 
2,5 мг/кг

12 0,11 ± 0,12* 13,4 2
0,39 ± 0,07   

(n = 8)

Флутамид 
5 мг/кг

12 0,15 ± 0,07* 18,3 3
0,35 ± 0,03*   

(n = 13)

Флутамид 
10 мг/кг

20 0,35 ± 0,08* 42,7 4
0,32 ± 0,04*   

(n = 15)

Флутамид 
25 мг/кг

6 0,72 ± 0,22 87,8 5
0,22 ± 0,04*  

(n = 6)

Таблица 1

Влияние разных доз флутамида на рост нефросубкапсулярных ксенографтов 
рака простаты человека у самцов мышей СВА

Примечание. Здесь и в табл. 2: *P ≤ 0,05 в сравнении с контрольной группой; n – количество ксенографтов.
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телец, разрывам концевых отделов 
нитей ДНК (метод TUNEL), вычисле-
ние соотношения площадей, занятых 
эпителием и стромой, при помощи ком-
пьютерной программы Adobe Photoshop 
CS3 после окрашивания на выявление 
соединительной ткани (коллагеновых 
волокон) по методу Маллори. Степень 
дегенеративно-атрофических измене-
ний оценивали по пятибалльной шкале.

Весьма показательны результаты 
тестирования способности флутамида 
задерживать рост и вызывать деструк-
тивно-атрофические изменения в ксе-
нографтах рака предстательной железы 
человека (табл. 1). (Флутамид является 
нестероидным антагонистом андроген-
ных рецепторов, он широко применяет-
ся с целью андрогенной депривации в 
качестве средства лечения рака проста-
ты и его метастазов [9].)

Мышам-реципиентам ежедневно, в 
течение трех дней (4–6 дни роста), вво-
дили per os при помощи желудочного 
зонда таблеточную массу препарата 
Флутафарм (ВАТ «Фармак»), содержа-
щего флутамид, в геле Дорфмана. Доза 
флутамида в разных группах варьиро-
вала от 2,5 до 25,0 мг/кг.

Исследование антиандрогенной 
активности флутамида на вентральной 
доле предстательной железы крыс в 
стандартном тесте Хершбергера и на 
половозрелых животных демонстриру-
ет отчетливую прямую зависимость 
степени атрофии органа-мишени от 
дозы [10]. Поэтому неожиданностью 
оказалось не только отсутствие прямой 
зависимости прироста массы ксено-
графтов от дозы флутамида, но, напро-
тив, обратно пропорциональная зависи-
мость. Однако результаты гистологиче-
ского и гистохимического исследова-
ния ксенографтов привели к противо-
положным выводам относительно влия-
ния флутамида на рост опухоли. 

Прежде всего, следует обратить вни-
мание на то, что в большинстве препа-
ратов в краевой зоне ксенографтов 
контрольной и опытных групп виден 
грануляционный вал (лимфоидная 
инфильтрация). В центральной зоне 
малигнизированные эпителиоциты 
выстилают ациноподобные структуры в 
виде многослойного эпителия. Клетки 

имеют преимущественно веретено-
образный вид и большие овальные ядра 
с ядрышком. Визуально иногда опреде-
ляется увеличение площади соедини-
тельной ткани, особенно при макси-
мальной дозе антиандрогена. Обычно 
при этом имеет место слабая или уме-
ренная лейкоцитарная инфильтрация 
стромы и эпителия.

По мере увеличения дозы флутамида 
возрастали выраженность дегенератив-
но-атрофических изменений эпителио-
цитов и количество апоптозных телец, 
разрыхление многослойного эпителия и 
его отслойка от базальной мембраны 
ацинусов, увеличение периацинарных 
и перицеллюлярных пространств. Соот-
ветственно, эпителиально-стромальное 
соотношение уменьшалось с увеличени-
ем дозы флутамида. Чем большей была 
доза флутамида, тем сильнее были 
выражены признаки отека стромы. 
Вероятной причиной этого является 
увеличение онкотического давления в 
тканях вследствие присутствия белко-
вых продуктов клеточного детрита.

Таким образом, результаты гистоло-
гического исследования ксенографтов 
однозначно свидетельствуют, во-пер-
вых, о чувствительности ксенографтов 
рака простаты человека к фармаколо-
гической блокаде стимулирующего 
влияния тестостерона, секретируемого 
семенниками мыши-реципиента, и, 
во-вторых, о прямой зависимости про-
тивоопухолевого эффекта флутамида от 
дозы антиандрогена. Что касается неа-
декватности полученных результатов 
измерения массы ксенографтов, то они 
объясняются тем, что противоопухоле-
вый эффект маскируется отеком и лей-
коцитарной инфильтрацией как прояв-
лением иммунной воспалительной 
реакции.

Отсутствие прямой зависимости 
уменьшения конечной массы ксено-
графтов от дозы тестируемого препара-
та наблюдалось и при введении реком-
бинантного белка EMAP-II (endothelial 
monocyte-activating polypeptide-II) – 
провоспалительного цитокина с анти-
ангиогенной активностью.

EMAP-II – это мультифункциональ-
ный белок, который возникает в злока-
чественных опухолях млекопитающих 
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в результате альтернативного сплай-
синга и посттрансляционного процес-
синга из его предшественника – белка 
р43, являющегося фрагментом тирозил-
тРНК-мультисинтетазного комплекса 
[11]. При повреждении тканей он выхо-
дит из клеток в межклеточное про-
странство и выступает в роли одного из 
медиаторов воспаления, привлекая 
нейтрофилы и моноциты в зону повреж-
дения и повышая чувствительность 
тканей к фактору некроза опухоли-аль-
фа (ФНО-альфа). Кроме того, цитокин 
усиливает апопотоз и тормозит неова-
скулогенез, что является одним из 
механизмов его противоопухолевого 
действия. Имеется синергизм в дей-
ствии EMAP-II и ФНО-альфа на апоп-
тоз, что связано с реализацией эффекта 
через один и тот же фермент – протеин-
киназу JNK, а также с ингибированием 
в определенных концентрациях экс-
прессии VEGF в опухолевой ткани. 
Ранее нами была продемонстрирована 
способность EMAP-II вызывать дегене-
ративно-воспалительные и проапоптоз-
ные эффекты в ксенографтах рака про-
статы человека, то есть, в отсутствие 
функционирующих кровеносных сосу-
дов [7].  

В опытах использовали рекомби-
нантный EMAP-II, полученный чл.-
корр. НАН Украины А. И. Корнелю-
ком (Институт молекулярной биологии 
и генетики НАН Украины). Схема 
тестирования была такой же, как и при 
изучении эффектов флутамида. Раствор 
EMAP-II вводили мышам-реципиентам 
подкожно, один раз в сутки. 

Влияние минимальной дозы белка 
(1,0 мкг/кг м.т.) в отношении конечной 
массы ксенографтов намного превосхо-
дило эффект кастрации. Фактически 
при всех изученных дозах, за исключе-
нием 200,0 мкг/кг м.т., получено пол-
ное или почти полное торможение роста 
ксенографтов, если судить по конечной 
массе (табл. 2). Парадоксальным обра-
зом максимальная доза не только не 
снизила прирост массы ксенографтов, 
но даже превысила его в контрольной 
группе в процентном выражении. Веро-
ятнее всего, это связано с выраженной 
лейкоцитарной инфильтрацией тканей.

При гистологическом и гистохимиче-
ском исследовании наблюдалась зави-
симость выраженности дегенеративных 
изменений малигнизированного аци-
нарного эпителия от дозы в диапазоне 
10,0–200 мкг/кг м.т. Образовавшиеся 

Условия 
опыта

Кол-во 
ксено-
граф-

тов

Прирост 
массы,   

(М ± m) мг

Процент 
от при-
роста в 

контроле

Гистологические 
признаки атро-
фии и деструк-

ции опухоли, 
баллы

Эпителиально-
стромальное 

соотношение, 
(М ± m), (n)

Контроль 81 0,94±0,09 100 1
0,43 ± 0,04   

(n = 47)

Кастрация 50 0,32±0,07* 34,0 3 -

EMAP-II    
1,0 мкг/кг

14 0,06±0,04* 6,4 3
0,31 ± 0,06   

(n = 7)

EMAP-II    
5,0 мкг/кг

36 0,18±0,05* 18,1 3-4 -

EMAP-II  
10,0 мкг/кг

46 0,22±0,04* 23,4 3-4
0,32 ± 0,06   

(n = 17)

EMAP-II 
100,0 мкг/кг 

52 0,37±0,05* 38,3 4
0,30 ± 0,08   

(n = 9)

EMAP-II 
200,0 мкг/кг 

8 1,55±0,31 164,9 5 -

Таблица 2

Влияние кастрации и разных доз рекомбинантного цитокина EMAP-II  
на рост нефросубкапсулярных ксенографтов рака простаты человека  

у самцов мышей СВА
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некротические массы скапливались в 
просвете ацинусов и протоков. Методом 
TUNEL обнаружено множество эпите-
лиальных клеток в состоянии апоптоза. 
Уменьшение эпителиально-стромаль-
ных соотношений близко к уровню 
статистической достоверности, хотя и 
не демонстрировало зависимости от 
дозы EMAP-II в исследованном диапа-
зоне 1,0–100 мкг/кг м.т.

Таким образом, при использовании 
иммунокомпетентых мышей-реципиен-
тов для тестирования противоопухоле-
вой активности фармпрепаратов суще-

ствует вероятность ошибочного заклю-
чения из-за возможного несоответствия 
изменений массы ксенографтов и их 
гистологического строения. Это предо-
пределяет необходимость проведения 
гистологических исследований, что 
увеличивает продолжительность иссле-
дования и снижает ценность метода 
для экспресс-оценки противоопухоле-
вой активности. Однако доступность и 
дешевизна иммунокомпетентных 
мышей, в сравнении с бестимусными 
животными, делают оправданным их 
использование.
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