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ВВЕДЕНИЕ

Использование терапевтических средств, об-
ладающих, наряду с противоопухолевым действи-

ем, способностью восстанавливать активность 
иммунных реакций организма-опу хо ле но си те ля, 
может приводить к улучшению отдаленных ре-
зультатов противоопухолевого лечения. К числу 
таких веществ относятся цитокины, прежде всего, 
фактор некроза опухолей альфа (ФНО-альфа).

В ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» разработана ори-
гинальная молекулярная конструкция, на основе 
двуспиральной РНК и полисахарида декстрана 
для депонирования, стабилизации и транспор-
тировки ФНО-альфа.

Целью настоящего исследования явилось из-
учение противоопухолевого и иммуномодули-
рующего действия препарата рекомбинантного 
фактора некроза опухолей альфа человека в со-
ставе средства доставки на экспериментальной 
модели меланомы B16-F10.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В экспериментах использовали препарат ре-
комбинантного фактора некроза опухолей аль-
фа в составе молекулярной конструкции (ВПЧ-
ФНО-альфа) производства ИМБТ ФБУН ГНЦ 
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ВБ «Вектор», с концентрацией белка 0,16 мг/мл 
и специфической цитолитической активностью 
3,1×106 МЕ/мл.

В качестве экспериментальной модели для 
изучения противоопухолевого и иммуномоду-
лирующего действия ВПЧ-ФНО-альфа была 
использована перевиваемая меланома мы-
шей В16-F10 (штамм получен из банка РОНЦ 
РАМН). Исследования выполнены на мышах 
линии С57Вl/6 массой 18‒23 г., полученных из 
питомника ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор», г. Ново-
сибирск. Препарат вводили в дозе 5×104 МЕ на 
мышь трехкратно, внутривенно, через день. На 
16 сутки после перевивки определяли массу опу-
холи, рассчитывали процент торможения роста 
опухоли (ТРО).

Эффекторные клетки иммунной системы 
в ткани меланомы B16-F10 выявляли иммуноги-
стохимически с помощью антител к белкам CD3 
(маркер Т-лимфоцитов) и CD11b (маркер моно-
цитов и гранулоцитов). Иммуногистохимиче-
ский анализ с первичными антителами к белкам 
CD3, CD11b проводили в соответствии с реко-
мендациями производителей. Положительную 
реакцию визуализировали с помощью готового 
к использованию набора AEC Singlesolutionsys-
tem (Abcam, Великобритания).

Системное иммуномодулирующее действие 
препарата ВПЧ-ФНО-альфа изучали на мы-
шах с привитой меланомой B16-F10. На 11, 13 
и 15 сутки после перевивки (через сутки после 
каждой инъекции препарата в дозе 5×104 МЕ на 
мышь) животных подвергали эвтаназии, взве-
шивали лимфоидные органы (тимус, селезенка) 
и забирали на исследование селезенку и пери-
тонеальный экссудат. Спонтанную пролифера-
тивную активность спленоцитов оценивали по 
уровню восстановления клетками 3-(4,5-ди ме-
тил ти а зо лил-2)-2,5-дифенил тетразолиум бро-
мида (МТТ-тест) [1]. Функцию макрофагов ис-
следовали в краткосрочной культуре клеток по 
показателям образования ими активных форм 
кислорода (АФК), определяя уровень восста-
новления нитросинего тетразолия (НСТ-тест) 
в спонтанном тесте, либо в тесте с активатором 
метаболического дыхания макрофагов зимоза-
ном [2].

Экспериментальные данные обрабатывали 
методами вариационной статистики с помо-
щью пакета программ «Statgraphics, Vers.5.0» 
(Statistical Graphics Corp., USA). Для оценки 
значимости отличий использовали t-критерий 
Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние ВПЧ-ФНО-альфа на рост первич-
ного опухолевого узла оценивали по динамике 
роста меланомы B16-F10. Было показано, что 
трехкратное внутривенное введение препарата 
в дозе 5×104 МЕ/мышь оказывало достоверное 
ингибирующее действие на рост первичной опу-
холи у мышей: через сутки после третьей инъ-
екции препарата ТРО составлял 60%. На срезах 
опухолевых узлов меланомы B16-F10 в опытной 
группе мышей отмечено увеличение числа CD3-
позитивных клеток в поврежденной и непо-
врежденной ткани опухоли (в 3 и 1,5 раза, соот-
ветственно). В разрушенных участках меланомы 
у мышей, получавших ВПЧ-ФНО-альфа, до-
стоверно возрастало число CD11b-позитивных 
клеток по сравнению с аналогичными участка-
ми в опухолях мышей контрольной группы.

Исследование морфофункционального со-
стояния иммунокомпетентных органов и клеток 
мышей с меланомой B16-F10 показало, что раз-
витие опухолевого процесса приводило к уве-
личению массы селезенки и тимуса животных 
контрольной и опытной групп, по сравнению 
с показателями интактных мышей. Введение 
препарата ВПЧ-ФНО-альфа вызывало досто-
верное увеличение массы селезенки мышей 
опытной группы по сравнению с контрольными. 
Повышение этого показателя сопровождалось 
в те же сроки повышением спонтанной проли-
феративной активности спленоцитов по отно-
шению к показателям контрольных мы шей-опу-
хо ле но си те лей и интактных мышей (0,68±0,02; 
0,54±0,02; 0,46±0,06 о. е. при 620 нм, Р<0,05, 
соответственно).

Известно, что в системе противоопухолевой 
защиты организма важная роль принадлежит 
факторам естественной резистентности, состав-
ляющими элементами которой являются макро-
фаги [3, 4]. В работе было показано, что препарат 
ВПЧ-ФНО-альфа повышал активность перито-
неальных макрофагов, по сравнению с показа-
телями интактных и контрольных животных. 
Уровень НСТ, восстановленного зи мо зан-ин-
ду ци ро ван ны ми макрофагами мышей опытной 
группы, в 1,6 раза превышал контрольный по-
казатель.

Таким образом, в экспериментах на мышах 
с трансплантированной меланомой B16-F10 
установлено, что ФНО-альфа в средстве до-
ставки оказывает выраженное ингибирующее 
действие на рост опухоли. Препарат обладает 
способностью повышать активность сплено-
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цитов и перитонеальных макрофагов, а также 
усиливать инфильтрацию опухоли эффектор-
ными клетками иммунной системы. Получен-
ные данные подтверждают наличие у препарата 
ФНО-альфа в средстве доставки иммуномоду-
лирующих свойств, характерных для механиз-
мов противоопухолевого действия ФНО-альфа.
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It was established that recombinant human tumor necrosis factor alpha in a delivery system has pro-
nounced antitumor and immunomodulating eff ects in murine B16-F10 melanoma model. The prepara-
tion signifi cantly inhibited the growth of experimental tumor (TGI 60%), increased tumor infi ltration by 
immune system cells (CD3+, CD11b+) and increased the activity of immunocompetent cells mediating 
antitumor response.
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