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Лечение больных раком легких является одной

из актуальнейших проблем современной онко�

пульмонологии. Особенно тяжело поддаются хи�

миотерапевтическому воздействию немелкокле�

точные его формы. Достаточно долгое время по�

давление пролиферации раковых клеток было ос�

новной целью противоопухолевой химиотерапии.

Установлено, что интенсивность роста злокачест�

венных новообразований значительно зависит не

только от скорости пролиферации клеток, но и от

скорости их гибели [1–3]. Существенная роль

в инициации онкотрансформации отводится на�

рушениям метаболизма кальция и ядерным бел�

кам клеток�мишеней [4–6]. Научные данные сви�

детельствуют о генных мутациях и о деградации

ДНК при химическом или спонтанном онкогене�

зе. При высоком иммунном ответе процессы меж�

нуклеосомальной деградации и фрагментация мо�

лекул ДНК инициированных клеток обеспечива�

ются активацией Ca2+/Mg2+�зависимой эндонук�

леазы и другими ферментами, что приводит

к апоптозу (конденсации белка, фрагментации

ядерных и цитоплазматических протеинов) и об�

разованию апоптических телец. При низком им�

мунном ответе супрессия процессов апоптоза на

ранних стадиях канцерогенеза приводит к сниже�

нию способности трансформированных клеток

активировать программу клеточной гибели, что

и определяет прогрессирование развития опухоли

[4, 7]. 

Выяснение особенностей онкогенеза в каждом

конкретном случае имеет важное значение для

индивидуального подбора противоопухолевых

препаратов. Поэтому перспективным направле�

нием в терапии больных раком легких является

разработка лекарственных препаратов целенап�

равленно индуцирующих апоптоз опухолевых

клеток. К этому классу относятся широко приме�

няемые в химиотерапии опухолей комплексонаты

тяжелых металлов, к примеру, платины (циспла�

тин), которые являются высокотоксичными и чу�

жеродными соединениями для организма. До на�

стоящего времени не существовало высокоэф�
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Резюме. Приведены результаты изучения механизмов противоопухолевого действия диглюкаль�лиган�

да при лечении мышей линии С 57 ВL с моделью экспериментальной карциномы легких Льюиса.

Определены его максимальная терапевтическая доза, высокий антиметастатический эффект и низкая

токсичность.
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Резюме. Наведені результати дослідження ме�

ханізмів протипухлинної дії диглюкаль�ліганду

при лікуванні мишей лінії С 57 ВL з моделлю

експериментальної карциноми легень Л'юіса.

Встановлена його максимальна терапевтична до�

за, високий антиметастатичний ефект та низька

токсичність.

Ключові слова: диглюкаль	ліганд, лікування, карци	

нома Л'юїса, апоптоз, проліферація.

THE EFFECTIVENESS 
OF DIGLUKAL-LIGAND 

DURING THE TREATMENT OF MICE 
WITH CARCINOMA LEWIS MODEL

E.I. Suslov, T.P. Podgayevskya, 
S.D. Kuzovkova, I.V. Liskina

Summary. Antitumoral mechanisms and effects of a

diglukal�ligand are listed, during the treatment of

mices (line С 57 ВL) with experimental Lewis lung

carcinoma. Maximal therapeutic dose, high anti�

metastatic effect and hypotoxicity of diglukal�ligand

were determined.

Keywords: diglukal	ligand, treatment, Lewis carcinoma,
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фективных препаратов в отношении  немелкокле�

точного рака легких. Основываясь на концепции

Е.И. Суслова и Т.П. Подгаевской о роли кальций�

связывающих ядерных протеинов в стабилизации

ДНК [8–10], было разработано высокоэффектив�

ное нетоксичное средство диглюкаль�лиганд для

лечения экспериментального рака легких. Извест�

но, что кальций является регулятором ключевых

ферментативных процессов в клетках. Препарат

является комплексонатом лигандом кальция, ко�

торый необходим для поддержания молекулярной

архитектоники ядерного хроматина клеток�ми�

шеней, его функциональной активности и физио�

логической стабильности биохимических мем�

бран. Препарат индуцирует процессы апоптоза

раковых клеток [11].

Цель работы — определение механизмов про�

тивоопухолевого действия диглюкаль�лиганда

при лечении мышей линии С 57 ВL с моделью

экспериментальной карциномы легких Льюиса.
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Опыты проведены на 280 здоровых самках мы�

шей линии С 57 ВL массой тела 18–20 г, в возрас�

те 2,5 мес. Для определения максимальной тера�

певтической дозы и токсичности диглюкаль�ли�

ганда сформировали 22 группы животных по 10 мы�

шей в каждой (всего 220 мышей). Всем животным

каждой из этих групп однократно внутрибрюшин�

но ввели соответствующую дозу диглюкаль�ли�

ганда: 40,0; 200,0; 400,0; 600,0; 800,0; 1000,0;

1200,0; 1400,0; 1500,0; 2000,0; 2200,0; 3200,0;

4000,0; 4200,0; 6100,0; 6500,0; 7000,0; 7300,0;

7600,0; 8000,0; 8100,0 и 9000,0 мг/кг массы тела.

В качестве экспериментальной модели опухоли

использовали карциному Льюиса, поскольку она

избирательно метастазирует в легкие [12]. Данную

модель воспроизводили у 60 мышей путем внут�

римышечного введения суспензии опухолевых

клеток (2�105 клеток/мышь) в бедро правой лап�

ки мышки. Животные были разделены на 2 груп�

пы: контрольную (n=30), которым не проводили

противоопухолевую терапию, и основную группу

(n=30), которых лечили разработанным средством

диглюкаль�лигандом ежедневно в течение 10 дней

в дозе 200–600 мг/кг массы. Забой животных про�

водили на 28 сутки от начала эксперимента под

эфирным наркозом путем цервикальной дислока�

ции. Оценивали специфическую активность дан�

ного препарата, ипользуя рекомендациями Фарм�

комитета Украины [ 13]. 

С помощью биоморфометрического метода

у животных обеих групп определяли показатель

объема легких с метастазами и показатель массы

ткани легких с метастазами. Изучали гистологиче�

ские препараты срезов легких, окрашенных гема�

токсилином и эозином. Применяли новую фото�

гистохимическую реакцию на эндонуклеарное

поглощение металло�белковых соединений

(МБС), к примеру Ca2+ альбумина, наносимых на

гистологические срезы, с последующим их обна�

ружением с помощью фотопроявителя. Данный

метод эффективен для ранней диагностики неоп�

ластической трансформации клеток�мишеней.

В результате реакции хроматин инициированных

и опухолевых клеток интенсивно поглощает

МБС, окрашиваясь в темно�коричневый цвет. 

Применяли методы электронной микроско�

пии и гистохимии. Изучали пути транспорта

Ca2+. Для определения мембранного фермента

Са2+�АТФ�азы кусочки легких, размером 1 мм3,

быстро опускали в свежий фиксатор, содержа�

щий 2% раствор параформа на 0,1 М какодилат�

ном буфере с 4% раствором сахарозы, 0,25% рас�

твором глютаральдегида и 10% раствором димек�

сида при рН=7,4. Затем промывали в 0,1–0,05 М

какодилатном буфере с 8% раствором сахарозы

при рH=7,4. Инкубировали  при  t=37 °С в среде

с 80 мМ трисмалеатного буфера при рН=7,3; 2 мМ

аденозинтрифосфата, 5 мМ хлористого кальция,

1,8–3 мМ азотнокислого свинца и 5 мМ левами�

зола, как ингибитора неспецифической щелочной

фосфатазы, в течение 30 мин при t=37 °С. Промы�

вали водой, контрастировали в 1% растворе ура�

нилацетата. В качестве контроля были использо�

ваны образцы, инкубированные в вышеописан�

ном растворе, но без субстрата (2 мМ аденозин�

трифосфата). Промывали в 0,1 М трисмалеатного

буфера при рН=6,0 на протяжении 10 мин. Пост�

фиксацию проводили 1% раствором осмиевой

кислоты на буфере Колфилда в течение 40–60 мин

при t=4 °C. Обезвоживали, заключали в эпоксид�

ную смолу. Ультратонкие срезы (толщиной 600 Е)

изучали с помощью электронного микроскопа

ЕМ–400Т (фирмы «PHILIPS», Голландия) при ра�

бочем напряжении 100 кV. Определение степени

активности Са2+�АТФ�азы проводили путем мор�

фометрической обработки продуктов гистохими�

ческой реакции по электроннограммам. Интен�

сивность гистохимической реакции на эндонук�

леарную адсорбцию МБС и активность Са2+�

АТФ�азы оценивали в относительных единицах

(ОЕ) путем подсчета продуктов гистохимической

реакции на фотопластинках или на негативных

фотопленках при накладывании на них морфоме�

трической сетки, согласно рекомендациям Г.Г. Ав�

тандилова [13].

Для оценки пролиферативной активности кле�

ток определяли митотический индекс из расчета

на 1000 клеток. Активность апоптоза определяли

путем подсчета апоптических клеток на 1000 кле�

ток опухоли (апоптический индекс).

Статистический анализ проводили с помощью

методов параметрической (t�критерий Стьюдента

при нормальном распределении вариант) и непа�

раметрический (критерий различий Q Розембаума

при ненормальном распределении вариант) ста�

тистики [14].
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В результате эксперимента установлено, что

дозы диглюкаль�лиганда 40,0–6100 мг/кг являют�
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ся нетоксичными, так как при их введении не на�

блюдали каких�либо изменений в поведении жи�

вотных или проявления признаков заболевания.

Доза 6500,0 мг/кг была максимально переносимой

дозой препарата, так как при ее дальнейшем уве�

личении наблюдали случаи смерти мышей:

при дозе 7000,0 мг/кг смертность составляла

12,5%, при дозе 7400,0 мг/кг — 20%. При введении

диглюколь�лиганда в дозе 8000,0 мг/кг погибало

50% мышей (LD50). Обычно расчетная макси�

мальная суммарная  доза препарата составляет 1/4

LD50. В данном случае она составила 2000,0 мг/кг

массы тела животного (на курс лечения). Зависи�

мость между дозой препарата и смертностью жи�

вотных представлена на рисунке. 

После определения максимальной терапевти�

ческой дозы диглюкаль�лиганда исследовали его

противоопухолевую активность при лечении жи�

вотных с моделью карциномы Льюиса. Как пока�

зали результаты нашего исследования, препарат

оказывал выраженное противоопухолевое и анти�

метастатическое действие после проведения курса

лечения в дозе 200–400 мг/кг ежедневно № 10.

Наши данные свидетельствуют о достоверном

снижении показателей объема легких с метастаза�

ми и массы легких с метастазами у мышей основ�

ной группы. Так, у животных основной группы

при лечении их препаратом в дозе 200 мг/кг объем

легких с метастазами в составлял 84,4±8,2 мм3

против 171,0±13,4 мм3 у мышей контрольной

группы (р<0,01), при введении его в дозе

400 мг/кг — 62,6±6,1 против 171,0±13,4 мм3,  со�

ответственно (р<0,01).

Показатель массы легких с метастазами в ос�

новной группе животных при введении диглю�

каль�лиганда в дозе 200 мг/кг в среднем составлял

495,56 мг против

607,50 мг в контрольной

группе (р<0,01; критерий

Q), при введении его

в дозе в 400 мг — 492,50

и 607,50 мг, соответствен�

но (р <0,01; критерий Q).

При сроке наблюде�

ния 28 суток у животных

контрольной группы, не

получавших противоопу�

холевого лечения, выяви�

ли значительные деструк�

тивные и некробиотиче�

ские изменения в легких,

обусловленные развити�

ем значительного коли�

чества метастазов карци�

номы, распространяю�

щихся путем гематоген�

ной диссеминации (таб�

лица). Кроме того, нами

были обнаружены клетки

карциномы на разных

стадиях митоза с поли�

морфными ядрами, сек�

реторными гранулами,

атипичными внутрикле�

точными органеллами. Фотогистохимическая ре�

акция по выявлению эндонуклеарного поглоще�

ния МБС в этих клетках была положительной —

ядерный хроматин опухолевых клеток и стенки со�

судов окрашивались в темно�коричневый цвет. На�

ми также установлено наличие промоторного дей�
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ствия карциномы на паренхиму легких, что прояв�

лялось нарушением ритма дифференцировки аль�

веолоцитов и появлением морфологических при�

знаков начала неопластической трансформации.

Также ядра некоторых клеток эпителия бронхов

приобретали темно�коричневый цвет, что можно

расценивать как и инфильтративно�инвазивное

и неопластическое действия перевитых клеток кар�

циномы. Перибронхиальные и перивазальные

муфты инициированных и пролиферирующих

камбиальных клеток адвентиция, массивная ин�

фильтрация межальвеолярных перегородок мета�

стазирующими клетками карциномы Льюиса, на�

блюдаемых нами во всех случаях, — также досто�

верное подтверждение сказанного.

При морфологическом исследовании тканей

легких животных основной группы определили

в клетках карциномы Льюиса признаки апопто�

за — конденсацию и фрагментацию ядра и цито�

плазмы. Наличие опухолевых клеток в состоянии

апоптоза было хорошо видно на срезах, окрашен�

ных азур�эозином. В этих клетках наблюдалось

характерное для апоптоза равномерное окрашива�

ние хроматина в фиолетовый цвет, во внеклеточ�

ном матриксе — небольшое количество свобод�

ных апоптических телец. 

При количественной оценке пролифератив�

ной активности опухолевых клеток в легких мы�

шей обеих групп мы установили уменьшение ми�

тотического индекса клеток у животных основной

(леченных) группы. Пролиферативная активность

зависела от дозы применяемого средства диглю�

каль�лиганд. Так, у мышей основной группы  при

введении препарата в дозе 200 мг/кг массы тела

митотический  индекс равнялся 0,46 из расчета на

1000 клеток опухоли, а при введении его в дозе

600 мг/кг — 0,25.

При проведении фотогистохимической реак�

ции по определению МБС в клетках тканей лег�

ких мышей основной группы мы выявили ослаб�

ление интенсивности эндонуклеарного поглоще�

ния МБС, мозаичную инфильтрацию межальвео�

лярных перегородок метастазирующими клетка�

ми, скопление лимфоцитов, ядра которых окра�

шиваются в светло�коричневый цвет. Ядра диф�

ференцированных альвеолоцитов были окрашены

в серо�черный цвет. Дезагрегационные, коагуля�

ционные процессы в ядре и цитоплазме приводи�

ли к конденсации матрикса ядра и цитоплазмы,

а из продуктов дезорганизации и распада клеток

образовывались покрытые мембранами апоптиче�

ские тельца без лизиса клеток и освобождения гид�

ролитических ферментов. В расположенных ря�

дом с опухолью альвеолоцитах и клетках лимфо�

гистиоцитарного ряда не определяли явлений

пролиферации и апоптоза. В тканях легких жи�

вотных основной группы выявили более активное

поглощение МБС ядрами клеток перивазальной

зоны, что объясняется более свободным поступ�

лением в эти клетки из крови лечебного препара�

та, содержащего соединения Са2+.

На ультраструктурном уровне клетки карцино�

мы мышей контрольной группы имели все типич�

ные признаки злокачественности — атипизм вну�

триклеточных органелл, полиплоидия, полимор�

физм, частые митозы, електронноплотный мат�

рикс и нарушения межклеточных контактов

в участках аэрогематического барьера в виде от�

рыва от базальных мембран. Автономный инва�

зивный рост клеточных пролифератов происхо�

дил параллельно с гематогенной диссеминацией.

Определялись гиперхромность ядерного материа�

ла и базофилия цитоплазмы.

Результаты электронной микроскопии пока�

зали, что в тканях легких животных основной

группы, получавших лечение изучаемым проти�

воопухолевым средством, отмечаются признаки

репаративных процессов. В альвеолоцитах и эн�

дотелиоцитах аерогематического барьера наблю�

дали компенсаторно�приспособительные про�

цессы: гипертрофию клеток, гиперплазию,

гиперсекрецию, фибриллогенез. Морфологиче�

ские изменения проходили в направлении отмеже�

вания метастазов опухоли от интактных тканей,

продукты распада неоплазированных клеток по�

глощались макрофагами. В некоторых участках

ателектазов и дистелектазов отмечали конденса�

цию и фрагментацию ядра и цитоплазмы опухо�

левых клеток, что характерно для апоптоза. В аль�

веолоцитах и эндотелиоцитах восстановливались

типоспецифические, белково�синтетические

и макрофагальные процессы, о чем свидетельст�

вовала ультраструктурная картина цитоплазмы

и ядра этих клеток.

Установлено, что апоптоз усиливался при ак�

тивации кальцийзависимой АТФ�азы, чему спо�

собствует применение диглюкаль�лиганда.

Результаты исследования цитоплазменной

Са2+АТФ�азы свидетельствуют о слабой актив�

ность фермента Са2+АТФ�азы в центральных

участках цитоплазмы, ядрах эпителиальных, эн�

дотелиальных клеток и в эритроцитах. Сущест�

венную активность Са2+АТФ�азы выявляли на

внешней поверхности альвеолярного эпителия

и на ресничках мерцательного эпителия бронхов,

максимальную — на внешней цитоплазматиче�

ской мембране клеток альвеолярного эпителия,

а также в эритроцитах.

Высокая активность Са2+АТФ�азы в клетках

карциномы Льюиса под воздействием диглюкаль�

лиганда у животных  основной группы свидетель�

ствует об активации Са2+�зависимых ключевых

ферментативных реакций, отвечающих за кальци�

евую модель апоптоза, что мы и определяли в ходе

проведенного эксперимента. 

���
��
В результате экспериментальных исследова�

ний на мышах линии С 57 BL с карциномой Лью�

иса определены механизмы противоопухолевого

действия диглюкаль�лиганда, который является

лигандным соединением металла со специфиче�
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ским комплексоном. Антиметастатическое дей�

ствие этого препарата направлено на блокирова�

ние митоза и активацию факторов апоптоза опу�

холевых клеток, что приводит к уменьшению мас�

сы легких с метастазами у мышей с перевитой экс�

периментальной карциномой Льюиса.

Диглюкаль�лиганд имеет низкую токсичность

(ЛД50=8000 мг/кг), его максимально переносимая

доза равна 6500 мг/кг. 
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