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Неоадъювантная химиотерапия при раке молочной железы имеет побочное действие на клетки иммун-
ной системы. Ведется поиск препаратов способных нивелировать побочный эффект терапии цитостатика-
ми, включая препараты на основе нуклеиновых кислот. Проведено исследование эффекта экзогенной ДНК 
при экспериментальном раке молочной железы у крыс линии Wistar на цитокинпродуцирующую активность 
клеток гемо- и лимфопоэза. Не выявлено существенных различий по уровням спонтанной продукции TNF-α 
мононуклеарами лимфы и отмечено существенное снижение продукции при стимуляции клеток Конка-
навалином А в опытных группах. Установлено, что клетки костного мозга продуцируют меньшие уровни 
TNF-α на фоне неоадъювантной химиотерапии. Терапия фрагментированной ДНК приводила к подавлению 
уровней продукции TNF-α. Уровни продукции мононуклеарами IL-1β были снижены в опытных группах 
животных. Уровни продукции TGF-β1 зависели от типа клеток и метода проводимой терапии. Выявлены 
взаимосвязи уровней продукции цитокинов с пролиферативной активностью лимфоцитов грудного протока 
и клетками костного мозга. Показано, что продуцируемые клетками рака молочной железы стимулируют 
пролиферативную активность мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток.
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Neoadjuvant chemotherapy in breast cancer have an adverse effect on cells of the immune system. A search 
for drugs is able to neutralize the adverse effect of therapy by cytostatic drugs, including preparations on the 
basis of nucleic acids. The study of the effect of exogenous DNA in experimental breast cancer in rats Wistar on 
cytokine producing activity of cells of hemo- and lymphopoiesis. No signifi cant differences in levels of spontaneous 
production of TNF-alpha by mononuclear cells and observed signifi cant drop in the production in stimulation 
of cells with Concanavalin A in experimental groups. It is established that cells from the bone marrow produce 
lower levels of TNF-alpha in the background of neoadjuvant chemotherapy. Therapy fragmented DNA resulted in 
suppression of the production of TNF-alpha. The levels of production by mononuclear cells IL-1β were reduced in 
experimental groups of animals. The levels of production of TGF-1 depended on the type of cells and method of 
therapy. Identifi ed the relationship of the levels of cytokine production with proliferative activity of lymphocytes 
thoracic duct and bone marrow cells. It is shown that produced by the breast cancer cells stimulate the proliferative 
activity multipotent mesenchymal stromal cells.
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Рак молочной железы (РМЖ) являет-
ся распространенной патологией среди 
женщин во всем мире, поэтому предпри-
нимаются попытки поиска новых методов 
неоадъювантной терапии, направленных 
на элиминацию метастазов из региональ-
ных лимфатических узлов, в том числе и 
с использованием веществ, активирующих 
клетки иммунной системы [3–5]. Известно, 
что препараты нуклеиновых кислот, приме-

няемые в терапии пациентов с онкологиче-
ской патологией, способствуют активации 
как факторов неспецифической защиты 
организма (нейтрофилы, макрофаги, на-
туральные киллерные клетки), так и фак-
торов специфической защиты организма 
(Т- и В-лимфоциты, дендритные клетки).

Поэтому целью исследования стало 
изучение влияния полихимиотерапии на 
уровни продукции биологически активных 
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веществ на фоне лечения фрагментирован-
ной ДНК из плаценты человека у крыс ли-
нии Wistar с РМЖ, индуцированными вве-
дением метилнитрозомочевины.

Материалы и методы исследования
Эксперименты на лабораторных животных про-

ведены в соответствии с «Правилами работ с исполь-
зованием экспериментальных животных» (Приложе-
ние к приказу Министерства здравоохранения СССР 
от 12.08.1977 г. № 755) и с соблюдением принципов 
Хельсинкской декларации BMA (2000). Эксперимент 
выполнен на 25 крысах-самках линии Wistar с массой 
300–350 г. Животные содержались на стандартной ла-
бораторной диете и имели свободный доступ к воде. 
РМЖ у 21 крысы линии Wistar индуцировали введе-
нием N-метил-N-нитрозомочевины (Sigma-Aldrich, 
США) 5 раз с интервалом в 7 дней подкожно в об-
ласть одной и той же молочной железы (2-я молоч-
ная железа справа) [6]. Было сформировано 6 групп 
животных: 1-я группа – интактные особи (n = 4); 
2-я группа – животным проведено только оператив-
ное удаление пораженной молочной железы (n = 3); 
3-я группа – животным проведено оперативное уда-
ление пораженной молочной железы, подключена 
полихимиотерапия и введение фрагментированной 
ДНК (n = 5); 4-я группа – животным проведено опера-
тивное удаление опухоли и проводилась полихимио-
терапия (n = 5); 5-я группа – животным не удалялась 
опухоль молочной железы, но проводилась полихи-
миотерапия (n = 4). 6-ю группу составили животные, 
которым индуцировали РМЖ (опухоленосители), 
но не проводилось хирургическое вмешательство 
и полихимиотерапия (n = 4). Курс полихимиотера-
пии (ПХТ) включал в себя: 5-фторурацил (Ebewe, 
Австрия) из расчета 15 мг/кг внутрибрюшинно на 1 
и 8 день курса терапии; метотрексат (Ebewe, Австрия) 
из расчета 2,5 мг/кг внутрибрюшинно на 1 и 8 день 
курса терапии; циклофосфан (ОАО «Биохимия», Са-
ранск) из расчета 3 мг/кг внутрибрюшинно ежеднев-
но однократно 14 дней. Курс терапии фрагментиро-
ванной ДНК (5 мг/кг) проводили внутрибрюшинным 
введением однократно в течение 14 дней через 3 часа 
после введения циклофосфана. В экспериментах ис-
пользовали субстанцию препарата Панаген с содер-
жанием фрагментированной ДНК 1,7 мг/мл. Препарат 
Панаген (ЛСР № 004429/08 от 09.06.08) представляет 
собой фрагментированный нуклеопротеидный ком-
плекс, выделенный из плаценты человека. Оператив-
ное лечение проводили через 6 месяцев от момента 
индукции РМЖ. Животных из эксперимента выво-
дили через 6 месяцев под наркозом (40 мг/кг нембу-
тана внутрибрюшинно; Sigma-Aldrich, США), что 
обусловливалось необходимостью прижизненного 
сбора лимфы из грудного лимфатического протока. 
Ядросодержащие клетки костного мозга (КМ) полу-
чали при помощи перфузии бедренных костей лабо-
раторных животных [2]. Мультипотентные мезенхи-
мальные стромальные клетки (ММСК) от линии крыс 
Wistar (n = 5) получали из клеток КМ. Ядросодержа-
щие клетки КМ ресуспендировали в среде DMEM 
(Биолот, СПб) и пропускали через фильтр (размер 
пор 80 мкм) для удаления клеточного дебриса, под-
считывали количество жизнеспособных клеток. Для 
получения КМ-ММСК ядросодержащие клетки КМ 
инкубировали в пластиковых флаконах (TPP, Швей-
цария) в среде DMEM (Биолот, СПб), дополненной 

100 мкг/мл гентамицина сульфата (Дальхимфарм, Ха-
баровск), 2 мM L-глютамина (ICN, США) и 15 % FCS 
при 37 °С в атмосфере 5 % СО2. Через 48 часов непри-
крепленные к пластику клетки удаляли, а прилипаю-
щую фракцию клеток культивировали до получения 
конфлюэнтного слоя. Снятие КМ-ММСК при пасси-
ровании осуществляли с использованием 0,25 % рас-
твора трипсина/0,02 % раствора ЭДТА (ICN, США). 
Суспензию спленоцитов получали измельчением се-
лезенок от лабораторных животных [2]. Мононукле-
арные клетки (МНК) из лимфы получали осаждением 
при 1500 об/мин в течение 5 минут с последующей 
2-кратной отмывкой в забуференном физиологиче-
ском растворе. Через 72 часа надосадочная жидкость 
от клеток КМ, спленоцитов и МНК снималась, раз-
ливалась по аликвотам и хранилась при –70 °С до 
момента использования в работе. В кондиционной 
среде определяли содержание IL-1β, TNF-α, TGF-β1 
с использованием коммерческих наборов для имму-
ноферментного анализа (eBioscience, Австрия). Ста-
тистическую обработку данных проводили с исполь-
зованием программы Statistica 6.0, меры центральной 
тенденции и рассеяния описаны медианой (Ме), ниж-
ним (Lq) и верхним (Hq) квартилями; достоверность 
различия рассчитывалась по U-критерию Манна – 
Уитни, и принималась при значениях p < 0,05 [1].

Результаты исследования 
и их обсуждение

Известно, что опухолевые клетки способ-
ны синтезировать и продуцировать широкий 
спектр биологически активных веществ, на-
правленных на поддержание пролиферации 
и миграции опухолевых клеток из очага ро-
ста в близлежащие ткани и органы. С другой 
стороны, продуцируемые биоактивные ве-
щества привлекают в зону роста опухолевой 
ткани не только клетки лимфоидной систе-
мы, которые, утрачивая цитотоксический по-
тенциал, приобретают функцию по поддер-
жанию роста опухолевой ткани и проявляют 
иммуносупрессорную активность, но и ство-
ловые/прогениторные клетки, необходимые 
для формирования сосудистой системы 
и стромы, необходимой для благоприятного 
роста опухоли [7]. Исходя из этого, нами был 
исследован спектр биоактивных веществ, об-
ладающих провоспалительной активностью 
(IL-1β, TNF-α), и веществ, способных прояв-
лять иммуносупрессорное влияние на клет-
ки иммунной системы организма (TGF-β1).

Нами не выявлено статистически значи-
мых различий по уровню спонтанной про-
дукции TNF-α МНК в исследуемых группах 
животных (рис. 1).

В то же время показано статистически 
значимое увеличение продукции TNF-α при 
стимуляции МНК митогеном в контроль-
ной группе РМЖ по сравнению с группой 
животных, подвергшихся оперативному 
вмешательству, и в группе, получавшей до-
полнительно к оперативному вмешатель-
ству ПХТ (p < 0,05). В то же время уровни 
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спонтанной и митоген-стимулированной 
продукции TNF-α клетками КМ в группах 
животных, получавших только ПХТ или же 
комбинацию ПХТ с оперативным вмеша-
тельством по поводу РМЖ, были статисти-
чески значимо меньше, нежели в остальных 
группах животных (p < 0,05). Что же каса-
ется уровней продукции TNF-α спленоци-
тами, то показано статистически значимое 
снижение уровней спонтанной продукции 

TNF-α спленоцитами в группе животных, 
получавших оперативное вмешательство 
с ПХТ, а также в группе с дополнитель-
ной терапией фрагментированной ДНК 
(p < 0,05). По уровню митоген-стимулиро-
ванной продукции TNF-α спленоцитами 
контрольная группа РМЖ отличалась ста-
тистически значимо большими уровнями 
продукции по сравнению с другими груп-
пами животных (p < 0,05).

Рис. 1. Уровни продукции TNF-α мононуклеарными клетками грудного протока крыс-самок линии 
Wistar (Me). МНК – мононуклеарные клетки из лимфы грудного протока; ККМ – ядросодержащие 
клетки костного мозга из бедренных костей; Sp – уровни спонтанной продукции цитокинов, 

ConA – уровни стимулированной Конканавалином (10 мкг/мл) продукции цитокинов. 
На оси абсцисс – исследуемые цитокины; на оси ординат – уровни цитокинов

Как видно из рис. 2, по уровню спон-
танной и митоген-стимулированной про-
дукции МНК IL-1β в группе контроля РМЖ 
отмечено статистически значимое увеличе-
ние ее в сравнении с уровнями продукции 
в группе, подвергшейся оперативному вме-
шательству, а также в группах, получавших 
ПХТ с экзогенной ДНК или без экзогенной 
ДНК (p < 0,05).

Кроме этого, отмечено статистически 
значимое увеличение уровней продукции 
IL-1β при стимуляции МНК митогеном 
в группе, подвергшейся оперативному 
вмешательству, по сравнению с группой, 
получавшей терапию фрагментированной 
ДНК (p < 0,05). В группе животных, под-
вергшихся оперативному вмешательству 
с последующей ПХТ и лечением фрагмен-
тированной ДНК, отмечено статистически 
значимое уменьшение уровней продукции 
как спонтанной, так и митоген-стимули-
рованной IL-1β по сравнению с другими 
группами животных (p < 0,05). Что касает-
ся уровней продукции IL-1β клетками КМ, 
то показано, что уровни спонтанной и ми-
тоген-стимулированной продукции IL-1β 

в группах животных, получавших только 
ПХТ или же комбинацию ПХТ с опера-
тивным вмешательством по поводу РМЖ, 
были статистически значимо меньше, 
нежели в остальных группах животных 
(p < 0,05). Показаны статистически значи-
мые меньшие уровни продукции сплено-
цитами, как спонтанной, так и митоген-
стимулированной, IL-1β по сравнению 
с другими группами животных (p < 0,05) 
в группе животных, подвергшихся опера-
тивному вмешательству с последующей 
ПХТ и лечением фрагментированной ДНК.

Как видно из рис. 3, установлено стати-
стически значимое снижение уровней про-
дукции TGF-β1 МНК в группе, получавшей 
только ПХТ, по сравнению с группой, под-
вергшейся оперативному вмешательству 
с ПХТ или без ПХТ (p < 0,05).

В отношении уровней спонтанной про-
дукции TGF-β1 клетками КМ отмечено 
статистически значимое снижение уровней 
продукции в группах, получавших толь-
ко ПХТ, ПХТ и оперативное вмешатель-
ство, а также в контрольной группе РМЖ 
по сравнению с остальными группами 
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животных (p < 0,05). По уровням продукции 
TGF-β1 клетками КМ контрольная группа 
животных по РМЖ и группа, получавшая 
ПХТ после оперативного вмешательства, 
статистически значимо меньше продуци-
ровали уровни TGF-β1 на митогенный сти-
мул по сравнению с остальными группами 
животных (p < 0,05). В отношении уровней 
продукции TGF-β1 спленоцитами установ-
лено, что статистически значимо меньшие 
уровни спонтанной продукции характерны 

для группы животных, получавших ПХТ 
после оперативного вмешательства по 
сравнению с другими группами животных 
(p < 0,05). В группах животных, получав-
ших ПХТ, комбинацию оперативного ле-
чения с ПХТ и с фрагментированной ДНК 
или без фрагментированной ДНК, уровни 
продукции TGF-β1 спленоцитами в ответ 
на митогенный стимул были статистически 
значимо меньше, нежели в других группах 
животных (p < 0,05).

Рис. 2. Уровни продукции IL-1β клетками костного мозга крыс-самок линии Wistar (Me). 
МНК – мононуклеарные клетки из лимфы грудного протока; ККМ – ядросодержащие клетки 

костного мозга из бедренных костей; Sp – уровни спонтанной продукции цитокинов, 
ConA – уровни стимулированной Конканавалином (10 мкг/мл) продукции цитокинов. 
На оси абсцисс – исследуемые цитокины; на оси ординат – уровни цитокинов

Рис. 3. Уровни продукции TGF-β1 спленоцитами крыс-самок линии Wistar (Me). 
МНК – мононуклеарные клетки из лимфы грудного протока; ККМ – ядросодержащие клетки 

костного мозга из бедренных костей; Sp – уровни спонтанной продукции цитокинов, 
ConA – уровни стимулированной Конканавалином (10 мкг/мл) продукции цитокинов. 
На оси абсцисс – исследуемые цитокины; на оси ординат – уровни цитокинов

Анализ сопряженности уровней продук-
ции цитокинов с пролиферативной актив-
ностью МНК из лимфы грудного протока 

выявил ее наличие для группы животных 
РМЖ, получивших оперативное лечение, 
ПХТ и дополнительно введение фрагменти-
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рованной ДНК. Так, между уровнем спон-
танной пролиферации МНК и уровнями 
спонтанной и митоген-стимулированной 
продукции TNF-α МНК имеется прямая, 
сильная и высокая зависимость (r = 0,97; 
p = 0,005 и r = 0,9; p = 0,037 соответствен-
но). Кроме этого, выявленная прямая, силь-
ная и высокая сопряженность между мито-
ген-стимулированной пролиферацией МНК 
и уровнями митоген-стимулированной про-
дукции МНК TGF-β1 (r = 0,9; p = 0,037). 
Также нами установлено наличие прямой, 
сильной и высокой взаимосвязи между ми-
тоген-стимулированной пролиферацией 
клеток КМ и уровнями митоген-стимули-
рованной продукции клетками КМ TNF-α 
(r = 0,89; p = 0,042).

Таким образом, в группе животных 
РМЖ, получавших терапию фрагментиро-
ванной ДНК, выявлена тенденция к сни-
жению спонтанной продукции провос-
палительных цитокинов (TNF-α, IL-1β) 
клетками кроветворения и лимфоидной 
тканью и увеличение уровней спонтанной 
продукции иммуносупрессорного фактора 
(TGF-β1) мононуклеарными клетками из 
лимфы грудного протока, что может свиде-
тельствовать о выраженной иммуносупре-
сии в данной группе животных.

Дополнительно нами исследован эф-
фект кондиционной среды от клеток РМЖ 
на пролиферативный потенциал КМ-
ММСК интактных животных. Так, нали-
чие кондиционной среды от клеток РМЖ 
(50 % от общего объема питательной сре-
ды) приводило к статистически значимому 
увеличению пролиферативной активности 
КМ-ММСК на 31–74 % от исходного уров-
ня пролиферации (p < 0,05). Полученные 
данные подтверждают способность кле-
ток опухолей к продукции биоактивных 
веществ, способных через паракринный 
механизм оказывать влияние на функцио-
нальную активность окружающих опухоле-
вую ткань клеток. Более того, это указывает 
также и на возможность активации процес-
сов формирования кровеносной системы 
и стромы, необходимой для поддержания 
жизнеспособности вновь образующихся 
опухолевых клеток.

Получены новые данные о функцио-
нальной активности мононуклеаров лимфы 
грудного протока, спленоцитов, ядросодер-
жащих клеток костного мозга (пролифера-
тивный потенциал, цитокинпродуцирую-
щая активность), которые также указывают 
на разнонаправленное влияние фрагмен-
тированной ДНК. Так, под влиянием фраг-
ментированной ДНК отмечено снижение 
пролиферативного потенциала клеток КМ 
и спленоцитов по сравнению с контрольной 

группой животных по РМЖ. По уровням 
продукции провоспалительных цитокинов 
мононуклеарами лимфы и клетками КМ 
животные, получавшие терапию фрагмен-
тированной ДНК, отличались от группы 
сравнения по РМЖ в сторону ее снижения. 
Это указывает на выраженное подавление 
«иммуносупрессивного эффекта» данных 
цитокинов на процессы гемопоэза, с одной 
стороны, а с другой стороны, на недоста-
точность начальной фазы иммунного от-
вета. Более того, подтверждением высокой 
иммуносупрессии на фоне терапии фраг-
ментированной ДНК свидетельствуют и по-
вышенные уровни продукции TGF-β1.

Также, полученные нами данные 
о снижении уровней продукции цитоки-
нов на фоне адъювантной терапии у крыс 
с РМЖ согласуются с результатами дру-
гих исследователей [8–10]. Так, [9] отме-
чено резкое снижение уровней продукции 
спленоцитами на фоне терапии цикло-
фосфамидом TNF-α , IFN-γ и сохранность 
уровней продукции IL-10. В работе [8] 
указывается на угнетение уровней продук-
ции CD4 Т-клетками селезенки провоспа-
лительных цитокинов (TNF-α, IFN-γ, IL-2) 
и тем самым смещения баланса Th1/ Th2 
цитокинов в сторону Th2. Исследования 
[10] акцентируют внимание на угнетении 
терапией мышей с опухолью уровней про-
дукции спленоцитами IFN-γ, IL-4, TGF-β1.

Заключение

Следовательно, исходя из изложенного, 
становится очевидным факт, что на фоне 
неоадъювантной терапии отмечается пода-
вление цитокинпродуцирующей активно-
сти клетками гемо- и лимфопоэза на фоне 
полихимиотерапии.

Выражаем благодарность за техниче-
скую и организационную помощь в прове-
дении экспериментов Алямкиной Е.А., Дол-
говой Е.В., Рогачеву В.А. и Богачеву С.С., 
сотрудникам ИЦИГа.
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