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АКАДЕМИК РАН И РАМН М. И. ДАВЫДОВ
(к 65-летию со дня рождения)

11 октября 2012 г. исполнилось 65 лет академику
РАН и РАМН, Заслуженному деятелю науки РФ, дирек-
тору ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н, Блохина» РАМН Михаилу
Ивановичу Давыдову.

Михаил Иванович родился в г. Конотопе Сумской
области Украинской ССР в семье служащего. В течение

7 лет учился в Киевском Суворовском училище, 1 1 класс
средней школы окончил в г. Конотопе. Сразу после окон-

чания школы в 1966 г. Михаил Иванович был призван в

воздушно-десантные войска,
Михаил Иванович самостоятельно принял решение

стать врачом и сразу после завершения срочной службы

УДК 616-006 (092) Давыдов

в армии в 1969 г. поступил в I Московский медицинский
институт им. И. М. Сеченова, который окончил в 1975 г.

С 1975 г. профессиональная деятельность Михаила
Ивановича прочно связана с Российским онкологиче-

ским научным центром им. Н. Н. Блохина, в котором
он прошел путь от ординатора до директора. С 1975 по

1977 г. он обучался в клинической ординатуре, затем с

1977 по 1980 г. — в аспирантуре. В 1980 г. после успешной
защиты кандидатской диссертации «Комбинированные
резекции и гастрэктомии при раке проксимального от-

дела желудка» Михаил Иванович был принят на долж-

ность младшего научного сотрудника торакального от-

деления. В 1984 г. он стал старшим, а в 1987 г. — ведущим
научным сотрудником того же отделения.
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Большой опыт научно-практической деятельности

обобщен Михаилом Ивановичем в докторской диссер-
тации «Одномоментные операции в хирургическом и

комбинированном лечении рака пищевода», которую он

защитил в 1988 г. В том же году он стал руководителем
торакального отделения НИИ клинической онкологии

ВОИЦ АМН СССР.
В 1992 г. Михаилу Ивановичу присвоено звание про-

фессора. В 1993 г. он стал директором НИИ клинической
онкологии ОНЦ им. Н. Н. Блохина РАМН и заместите-

лем директора ОНЦ им. Н. Н. Блохина РАМН по науке,
в 2001 г. — директором РОНЦ им. Н. Н. Блохина РАМН.
В 1999 г. М. И. Давыдов избран членом-корреспондентом
РАМН, в 2003 г. — академиком РАН, в 2004 г. — акаде-

миком РАМН. С 2006 по 201 1 г. академик РАН и РАМН
М, И. Давыдов был Президентом Российской академии

медицинских наук.
Михаил Иванович — автор более 820 публикаций,

10 монографий, руководств и учебников, 20 изобрете-
ний и рационализаторских предложений. Под его руко-
водством защищены 47 докторских и 50 кандидатских

диссертаций. Являясь заведующим кафедрой онкологии

Московской медицинской академии им. И. М. Сеченова,
Михаил Иванович наряду с научно-исследовательской
ведет огромную научно-педагогическую работу.

Многолетняя плодотворная научная, клиническая и

организационная работа Михаила Ивановича, его огром-
ный вклад в российскую медицинскую науку отмечены

высокими наградами. В 1997 г. ему присвоено звание

«Заслуженный деятель науки Российской Федерации», в

2001 г. присуждена Государственная премия Российской
Федерации за цикл работ «Хирургическое лечение соче-

танных сердечно-сосудистых и онкологических заболе-
ваний» и премия им. Т. И. Брошевского за лучшую ме-

дицинскую работу в области медицинской геронтологии
и гериатрии, в 2003 г. — премия Правительства РФ в об-
ласти науки и техники за цикл работ «Разработка и реа-
лизация современной стратегии и хирургической реаби-
литации больных в онконроктологии», в 2008 г. — премия
«Триумф-наука» в области наук о жизни и медицины.

В 2002 г. Михаил Иванович награжден Орденом
Почета, в 2006 г. — Золотой медалью академика

Б. В. Петровского «Выдающемуся хирургу мира» за

большой вклад в развитие онкологии и памятной меда-

лью «50 лет НЦССХ им. А. Н. Бакулева РАМН» за боль-
шой личный вклад в развитие хирургии сердца и сосу-
дов, в 2007 г. — орденом «За заслуги перед Республикой
Башкортостан», в 2009 г. — орденом «За заслуги»
III ст., в 2010 г. — орденом «За честь, доблесть, созида-

ние, милосердие», дипломом международной премии
«Профессия —жизнь» в номинации «За выдающий-
ся вклад в развитие клинической медицины в области
онкологии» и орденом «Звезда экономики России», в

201 1 г. — Золотой медалью им. А. Н. Бакулева, дипломом

и премией им. А. Н. Бакулева.
Михаил Иванович хорошо известен в России и за

рубежом. Он член Международной коллегии хирургов,
Американского и Европейского обществ хирургов, Нью-
Йоркской академии наук, член правления Московского
онкологического общества, почетный член Ассоциаций
хирургов Греции, Испании, Германии. Его научные ин-

тересы разносторонни, однако основным из них была и

остается хирургия.
Академик М. И, Давыдов — один из ведущих специ-

алистов в области торакоабдоминальной онкологии.

Основные направления проводимых им научных иссле-

дований — разработка новых и совершенствование име-

ющихся методов хирургического лечения рака легкого,

пищевода, желудка, почки, опухолей средостения, пла-

стическая и реконструктивная хирургия.
Михаила Ивановича отличает блестящая хирургиче-

ская техника. По его мнению, при выполнении любого
хирургического вмешательства по поводу онкологи-

ческой патологии следует неукоснительно соблюдать
принципы онкологической адекватности, рациональной
хирургической тактики, максимальной безопасности и

высокой функциональности. Михаил Иванович — сто-

ронник активного подхода к лечению онкохирургиче-
ских больных. Михаилом Ивановичем выполнен ряд уни-
кальных операций, в том числе одномоментная резекция
пищевода и трахеи по поводу рака с формированием вну-
тригрудного пищеводно-желудочного и межтрахеально-
го анастомозов и две первые в мире аллотрансплантации
трахеи по поводу аденокистозного рака.

Успешные результаты торакоабдоминальных опера-
ций во многом связаны с разработкой и внедрением в

клиническую практику простых и надежных внутриплев-
ральных пищеводно-желудочных и пищеводно-кишеч-

ных анастомозов, которые отличают оригинальность и

универсальность технического исполнения, абсолютная
безопасность и высокая физиологичность. Многолетнее
успешное применение этих анастомозов еще раз доказы-

вает незаурядный талант и оригинальное хирургическое
мышление Михаила Ивановича, который разработал их

еще в ординатуре.
Принципиально важным направлением научно-прак-

тической деятельности Михаила Ивановича, ставшим

прорывом в лечении целого ряда злокачественных опу-
холей, явились разработка, усовершенствование и вне-

дрение в онкохирургическую практику нашей страны
широкой регионарной лимфодиссекции при раке легко-

го, желудка и пищевода.

Одной из сложнейших проблем является хирургиче-
ское лечение онкологических больных с тяжелыми со-

путствующими сердечно-сосудистыми заболеваниями.
Разработки группы ученых во главе с М. И. Давыдовым
в этой области удостоены Государственной премии
Российской Федерации.

Новые тактические подходы в хирургии распростра-
ненных опухолей надпочечника и почки, осложненных

высоким опухолевым тромбозом нижней полой вены, —

еще одна яркая грань хирургического таланта Михаила
Ивановича. Под руководством Михаила Ивановича от-

рабатываются технические подходы к удалению опухоле-
вых тромбов с большим интракардиальным компонентом.

Расширяя, казалось бы, до невозможных пределов
границы вмешательств, Михаил Иванович подчеркивает,
что хирург обязан ясно понимать, насколько увеличение
объема операции повысит ее радикальность и сможет ли

больной перенести ее.

Михаил Иванович — инициатор развития ряда при-
оритетных направлений в фундаментальных меди-
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цинских исследованиях. Они посвящены изучению
механизмов распознавания злокачественно трансфор-
мированных клеток системами противоопухолевого
иммунитета, а также генодиагностике наследственной
предрасположенности к злокачественным опухолям.

Академик М. И. Давыдов считает, что борьба со

злокачественными новообразованиями как с со-

циально значимой патологией невозможна без по-

строения Федеральной онкологической службы. Ее
задачами должны стать: разработка стратегии и совре-
менного научного сопровождения онкологической по-

мощи в Российской Федерации; подготовка, сертифика-
ция и реализация программ обучения специалистов по

онкологии, лицензирование медицинской деятельности;

создание единого популяционного канцер-регистра,
разработка и внедрение скрининговых программ для

раннего выявления онкологических заболеваний; обе-
спечение онкологических больных противоопухолевы-

ми и другими медицинскими препаратами; определение
и внедрение стандартов лечения онкологических боль-
ных, внедрение высоких технологий в практику здра-
воохранения; организация консультирования больных
в регионах, создание центров телемедицины; контроль
за качеством медицинской помощи, разработка и вне-

дрение программ восстановительного лечения и реаби-
литации.

Уделяя большое внимание условиям работы медицин-

ского персонала и материально-техническому обеспе-
чению ФГБУ «РОНЦ им. И. Н. Блохина» РАМН, Михаил
Иванович руководит проектом технического переосна-
щения центра.

Несмотря на колоссальную загруженность, Михаил
Иванович продолжает много оперировать. Он называет

себя одним из самых оперирующих директоров в стра-
не: каждый день по нескольку часов он проводит у опе-

рационного стола.

Свой юбилей Михаил Иванович встречает полным новыми

замыслами. Блестящий талант — залог их претворения в

жизнь. Коллектив ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» РАМН,

многочисленные друзья, коллеги и ученики сердечно поздравляют

Михаила Ивановича с днем рождения, желают ему крепкого

здоровья, счастья и удачи.
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Селен был признан эссенциальным микроэлементом лишь 30 лет назад, и выполненные в последу-
ющие годы многочисленные научные исследования позволили выявить его важную роль для здоровья
человека. В статье представлен обзор имеющихся научных данных о возможностях селена в профи-
лактике и терапии онкологических заболеваний. Основной биологической ролью селена является его

участие в синтезе и активности антиоксидантных содержащих селен ферментов и селенонротеинов,
защищающих клетки от повреждающего воздействия свободных радикалов. При дефиците селена по-

давлен синтез селенонротеинов, нарушена антиоксидантная и антиканцерогенная защита. Выявлена
обратная корреляция между уровнем селена в крови и частотой развития онкологических заболеваний
и смертности. Доказано, что селен обладает эффективными профилактическими противоопухолевыми
качествами. Дополнительный прием селена снижал частоту развития опухолей более чем на 35% у лиц

с дефицитом селена. С действием содержащих селен ферментов связывают многообразные возмож-

ности противоракового воздействия: влияние на оксидантный стресс, детоксикацию и метаболизм кан-

церогенов, индукцию апоптоза и пролиферацию клеток, контроль клеточного деления и воспаления,

метилирование и восстановление ДНК, продукцию гормонов, иммунную функцию. Селен проявляет
не только антиоксидантную, но и нрооксидантную активность. Выявлено значительное накопление

селена в злокачественных опухолях и снижение его содержания в сыворотке крови. Прооксидантная
активность с токсическим действием на клетки опухоли проявляется в условиях повышенных (фарма-
кологических) концентраций селена. Клинические исследования подтверждают важность и эффектив-
ность применения селена в онкологии — повышение чувствительности к химио- и лучевой терапии при
одновременном снижении побочных токсических влияний на нормальные клетки. Однако функции и

механизмы регуляции многих селенонротеинов с вариантами селеновой диеты изучены недостаточно и

нуждаются в дальнейших исследованиях и клинических испытаниях.

Ключевые слова: селен, рак, биохимические функции, профилактика, лечение.

Микроэлемент (МЭ) селен (Se) открыт шведским уче-
ным Йонсом Якобом Берцелиусом в 1817 г. Селен очень

© Свиридова С. П., Кашия Ш. Р., Обухова О. А., Чучуев Е. С., 2012
УДК 616-006,6-084:546.23(048.8)

долго считался одним из самых токсичных МЭ для жи-

вотных и человека. В 1957 г. в экспериментах выявлена

защитная роль Se в развитии некрозов печени при дефи-
ците витамина Е, и Se был признан эссенциальны МЭ [ 1 ] .

Большое значение Se для здоровья человека было под-
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тверждено в 1979 г., когда обнаружили, что, назначая Se,
можно предотвратить развитие эндемической кардиоми-
опатии (болезнь Кешана) [2].

По современным представлениям, этот МЭ, обладая
уникальными биологическими свойствами, обеспечива-
ет нормальную функцию клеток, органов и организма в

целом. Он участвует в метаболизме тиреоидных гормо-
нов, глюкозы, во внутри- и внеклеточной антиоксидант-

ной защите, в регуляции окислительно-восстановитель-

ных процессов [3—5]. Недостаток Se в пище приводит к

повышению риска развития сердечно-сосудистых, онко-

логических, нейродегенеративных, вирусных заболева-
ний, нарушению иммунитета [6 —8].

ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
Впервые в 1949 г. была установлена защитная роль Se

в отношении химически индуцированных опухолевых
клеток [9].

Через 20 лет появилось первое сообщение о связи

между содержанием Se в растениях и смертностью от не-

которых злокачественных опухолей [10]. Выявлено, что

смертность от онкологических заболеваний у лиц, про-
живающих в районах США с высокой концентрацией Se
в кормовых культурах, значительно ниже, чем в районах
с низким содержанием этого МЭ [И; 12]. В эпидемио-

логических исследованиях, проведенных в 27 странах
Европы, США и Японии, выявлена обратная связь между
уровнем потребления Se и смертностью от лейкемии,
колоректального рака, рака молочной железы, яични-

ков [13]. Аналогичные результаты получены в Китае, где

содержание этого МЭ в почвах различных районов коле-

блется от недостаточного до токсичного [14].
Вскоре установлено, что уровень Se, определенный у

пациентов за предшествующие 5 лет до постановки диа-

гноза злокачественных опухолей желудочно-кишечного
тракта, легкого, предстательной железы, лимфом, был
значительно ниже, чем у оставшихся здоровыми [15].
Многочисленные исследования в различных странах
подтвердили увеличение частоты развития рака предста-
тельной, щитовидной, молочной железы, шейки матки,

легкого, полости рта, пищеварительного тракта, прямой
кишки при дефиците Se в организме [16 —23].

Однако, по данным некоторых авторов, не выявле-

но значительной связи между риском развития рака
легкого, желудка, прямой кишки и уровнем Se в плазме

или содержанием его в ногтях [24 —27]. Исключение со-

ставляет рак мочевого пузыря, риск развития которого
был в 2 раза выше при низком уровне Se в плазме [28].
По мнению G. N. Schrauzer, отсутствие связи могло быть
вызвано потреблением Se, достаточным для противоопу-
холевой защиты [29]. Кроме того, наблюдения показали,

что многие факторы следует принимать во внимание, в

том числе исследование содержания Se в плазме или ног-

тях, а также пол участников исследований. В Голландии
средний уровень Se у онкологических больных мужского
пола был значительно ниже, чем в контрольной группе,
но у женщин такие различия не выявлены [30].

Высказано предположение, что повышение содер-
жания Se в рационе животных может стимулировать
репарацию поврежденных ДНК, вызываемую канцеро-
геном [31; 32]. Установлено, что Se может обладать эф-

фективными профилактическими противоопухолевыми
качествами. По данным ряда авторов, дополнительный
прием Se снижал частоту развития опухолей более чем

на 35% [33]. Клинические испытания в США показали,

что у пожилых людей потребление Se уменьшало риск
развития онкологических заболеваний на 65% [34].

Наиболее значительными были результаты эпидемио-

логического исследования NPC (Nutritional Prevention of
Cancer), проведенного в 1983 — 1993 гг. в регионах США
с низким уровнем Se в почве. На протяжении 4,5 года

1312 человек, ранее перенесшие рак кожи, ежедневно
принимали по 200 мкг Se (в виде дрожжей) либо плаце-

бо. При этом не отмечено снижения частоты развития
рака кожи, но выявлено снижение риска развития рака
легкого на 48%, колоректального — на 58%, предстатель-
ной железы — на 63%, общей заболеваемости — на 37% и

смертности от рака — на 50% [35]. В группе лиц, продол-
жавших принимать Se в течение 7,4 года, по сравнению
с группой плацебо отмечено на 52% меньше новых слу-
чаев рака предстательной железы (РПЖ), на 54% коло-

ректального рака и на 26% рака легкого [36]. Установлен
крайне важный факт: в случае если содержание Se в

плазме крови не превышало 105,2 мкг/л, то общий риск
развития рака был снижен на 49%, при концентрации Se
в диапазоне от 105,2 до 121,6 мкг/л этот риск был снижен

на 30%, а при содержании Se более 121,6 мкг/л — только

на 20% [35] . У мужчин с концентрацией в плазме проста-
тоспецифического антигена менее 4 мкг/мл применение
препаратов, содержащих Se, сопровождалось снижени-

ем частоты развития РПЖ на 65% [37; 38]. Более мощный
защитный эффект Se в профилактике РПЖ наблюдали
при низком содержании МЭ в крови. При содержании Se
в плазме более 121,6 мкг/л выявлено статистически не-

значимое увеличение риска развития рака легкого [39].
Полученные данные послужили поводом к прове-

дению исследования SELECT с участием 35 533 чело-

век. Пищевые добавки содержали 200 мкг/сут Se в виде

L -селенометионина и витамина Е (400 МЕ/сут альфа-то-
коферола) — отдельно или вместе либо плацебо. Через
5,5 года у лиц, получавших Se отдельно либо в сочетании с

витамином Е, по сравнению с теми, кто получал плацебо,
не выявлено различий по заболеваемости раком легкого,

предстательной железы, колоректальным раком либо по

частоте развития других заболеваний. При тщательном

анализе отсутствие положительного эффекта связали с

использованием различных форм селена; обогащенные
Se дрожжи в исследовании NPC и L -селенометионин
в исследовании SELECT. Выявлено также существен-
ное различие в популяциях; у участников исследования

SELECT содержание Se в плазме исходно было значи-

тельно выше, чем у пациентов в исследовании NPC (135
и 1 13 мкг/л соответственно); кроме того, в исследовании

NPC было 75% курящих мужчин, что не учитывали в ис-

следовании SELECT [40 —42].
В то же время повышение обеспеченности населе-

ния Финляндии Se в результате ввода Государственной
программы по коррекции дефицита МЭ привело к сни-

жению смертности от рака почти в 2 раза [43]. В после-

дующие годы были опубликованы результаты 7 эпиде-

миологических исследований, включивших 2000 человек

с различным содержанием Se в популяциях; низким,
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средним и высоким. При низком уровне Se в плазме на-

блюдали повышение частоты развития рака не только

предстательной железы, но и других локализаций: языка,

пищевода, желудка, толстой кишки, печени, легкого, мо-

лочной, поджелудочной железы, матки, почек, мочевого

пузыря, кожи, системы крови. Огромная защитная роль
высокого содержания в плазме Se в профилактике РПЖ
подтверждена в 6 эпидемиологических контролируемых
двойных слепых рандомизированных исследованиях [8;
42; 44—47].

Крупные клинические исследования были проведены
в дефицитных по Se провинциях Китая Qidong и Luxian,
где хронический гепатит В является эндемическим забо-
леванием и наблюдается высокая заболеваемость раком
печени (РП). Ежедневно в течение 8 лет 20 847 человек

получали 30 —50 мкг селенита натрия, в результате чего

риск развития РП был снижен почти на 50% [48]. В этих

же провинциях 2474 семей получали по 200 мкг селена

в форме дрожжей или плацебо. Через 2 года заболева-
емость РП у лиц, получавших селен, была снижена на

35% [48]. Кроме того, 2065 человек с наличием антигена

вируса гепатита В в крови принимали селенит натрия по

500 мкг/сут в течение 3 лет, что привело к уменьшению
числа новых случаев РП на 50% по сравнению с аналогич-

ным показателем в группе плацебо [49]. Исследования
с участием 3698 лиц проведены с 1984 по 1991 г. в про-
винции Linxian (где наблюдается самая высокая в мире
смертность от рака пищевода), у которых среднее со-

держание Se в сыворотке не превышало 73 мкг/л [50].
Использование Se по 50 мкг/сут в виде Зе-дрожжей в

комплексе с витамином Е и бета-каротином в течение

5,3 года привело к снижению частоты развития рака пи-

щевода на 42% и смертности от него [51].
Полученные результаты вызвали интерес к интенсив-

ному изучению механизмов включения Se в процессы,
связанные с предотвращением и подавлением опухоле-
вой трансформации клеток, нарушением механизмов

контроля пролиферации и дифференцировки клеток.

К тому же многие исследования, проведенные на жи-

вотных, показали, что ежедневное потребление Se как

в неорганической, так и в органической форме в дозах,

превышающих содержание этого МЭ в пище, позволяет

подавить рост опухоли [52 —54].

ДОЗЫ, ХИМИЧЕСКИЕ ФОРМЫ СЕЛЕНА

Se поступает в организм человека с продуктами рас-
тениеводства, в виде содержащих Se аминокислот —

селенометионина (SeM) и селеноцистеина (SeC), что

определяет зависимость уровня обеспеченности МЭ от

геохимических условий проживания [3]. При больших

количествах Se в почве и селенометионина растения
также синтезируют 8е-метилселеноцистеин (SeMC).
Искусственное снабжение организма Se при его али-

ментарном дефиците может осуществляться в форме
селенита или селената натрия. Основным критерием, по

которому судят об обеспеченности организма Se, служит
его концентрация в плазме крови. Данный показатель у
жителей европейских стран составляет 140 — 160 мкг/л,
у населения Канады и Америки близко к оптимально-

му — 140 — 180 мкг/л, а у жителей России содержание
Se в плазме крови в большинстве регионов находится в

пределах 60 —91 мкг/л и лишь на нескольких территори-
ях достигает 1 1 1 мкг/л [55; 56] .

Безопасный и достаточный уровень суточного потре-

бления Se составляет 50 —200 мкг. Проблемы дефицита
Se возникают при дозе менее 11 мкг/сут [57]. Для орга-
низма жителей Европы считается приемлемым поступле-
ние Se в количестве 50 мкг/сут [58], в США — 70 мкг/сут
для взрослых мужчин и 55 мкг/сут для взрослых жен-

щин [59], такие же дозы рекомендованы Институтом
питания РАМН [56] . Фармакологическая доза Se в 200 —

300 мкг/сут, по мнению многих авторов, обеспечивает
профилактику некоторых видов рака, включая колорек-
тальный рак, рак легкого и РПЖ [35; 36; 60] . Не отмечено

токсических осложнений при использовании Se в дозе

600 —800 мкг/сут [8]. Клинические проявления селеноза

(токсические эффекты) выявлены при использовании Se
в дозах от 1540 — 1600 мкг/сут, а повреждение ДНК — в

дозах 3200 —5000 мкг/сут [61].

МЕТАБОЛИЗМ

Клеточные процессы, индуцированные поступлени-
ем содержащих Se соединений, разнообразны и зависят

от формы и дозы МЭ [62]. В организме при участии глу-
татиона (GSH) неорганические формы Se восстанавли-

ваются до селенида (H 2 Se) . Этот путь тесно связан с про-
дукцией супероксидных радикалов. При поступлении в

организм избыточного количества неорганического Se
селенид может накапливаться в тканях, вызывая токси-

ческий эффект. SeM не является окислителем, но его ме-

таболиты обладают свойствами сильных оксидантов. Он
трансформируется сначала в SeC путем трансселенации
и далее при воздействии фермента р-лиазы в селенид

либо у-лиазой — в SeM с последующей реакцией деме-

тилирования также до селенида. SeMC сначала р-лиазой
преобразуется в SeC, а затем путем диметилирования —

в селенид. Предполагается, что SeC является основным

активным метаболитом Se в механизмах предупрежде-
ния рака [63]. Равновесие между SeM и SeC влияет на

процессы метилирования и деметилирования, а также

на поступление Se в селенопротеины (СП) [62] . Согласно
современным представлениям общей регулируемой
формой Se в организме является селенид. Избыточные
количества селенида медленно подвергаются фермента-
тивному метилированию с последовательным образова-
нием метилгидроселенида, диметилселенида и катиона

триметилселенониума, которые экскретируются с мо-

чой, а диметилселенид — в большом количестве также с

потом.

Биохимические функции Se определяют СП [6; 64].
Механизм синтеза СП и их функции описаны во многих

работах [65; 66].
В современной классификации все СП разделены на

3 группы [67].
1. Неспецифические тканевые белки, содержащие

Se. К ним относятся селеногемоглобин и многие другие,
в которые включается радиоактивная метка [75Se]-Met
при введении ее в организм.

2. Селенсвязывающие белки, активно соединяющи-

еся с Se при его поступлении в неорганической фор-
ме. Количество включаемого Se на 1 моль белка произ-
вольно, но не может превосходить некоторого предела.
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Биологическая роль селенсвязывающих белков, помимо

того что они могут служить депо неорганического Se в

тканях, точно не установлена. Предполагается, что 17 кД
белок ответственен за поддержание жизнеспособности
сперматозоидов, а 56 кД белок печени участвует в пре-
дотвращении развития опухолей под действием химиче-

ских канцерогенов,
3. Селенспецифические, или истинные, СП — в про-

цесс биосинтеза данных белков кроме 20 а-аминокислот

(называемых протеиногенными или стандартными), ко-

дируемых генетическим кодом, причисляют трансляци-
онно включаемый селеноцистеин (Sec, U), так называе-

мую нестандартную 21-ю аминокислоту. Сравнительно
недавно обнаружено, что селеноцистеин — редкая, но

функционально очень важная аминокислота. К насто-

ящему времени выявлено 25 различных СП [68]. Их об-
щей особенностью является строго стехиометрическое
ковалентное включение селена {т. е. доля элемента явля-

ется постоянной и характерной для каждого соединения,

всегда в виде селеноцистеина) в строго определенные
места в полипептидной цепи.

СП включают глутатионпероксидазы (GPX), тиоре-
доксин-редуктазы, йодотирониндейодиназы, селенофос-
фатсинтетазы 2, а также Sel Р, Н, К, S, R, W и др. [53; 68] .

Биохимическая роль СП в организме определяется
главным образом участием в окислительно-восстанови-

тельных реакциях и стабилизации клеточных мембран, в

том числе в фазе как повреждения генетического аппара-
та клетки (инициации) , так и опухолевой трансформации
(промоции) некоторых видов рака, причем основная роль
отводится именно селеноцистеину [69]. При дефиците
селена (менее 0,02 мг/кг/сут) синтез этих белков глубо-
ко подавлен. При недостатке Se в питании снижается не

только активность GPX I, но и концентрация фермента
в сыворотке крови, что позволяет использовать актив-

ность этого фермента в качестве маркера селенового ста-

туса организма [70]. Уменьшение уровня GPX снижает

устойчивость организма к окислительному стрессу [71],
так как от содержания Se зависит не только активность

GPX и тиоредоксина (Тгх), но и их воздействие на синтез

других природных антиоксидантных ферментов, в том

числе супероксидд.исмутазы [72|.
Se входит в состав фермента йодотиронин-5-

дейодиназы, участвующей в конверсии тироксина
(Т 4 ) в трийодтиронин (Т 3 ), что указывает на тесную
связь Se с метаболизмом тиреоидных гормонов и йода.
Сравнительно недавно [73] выделены и идентифицирова-
ны изоформы селензависимой тиоредоксин-редуктазы
(TrxR 1 —3), главной биологической функцией которых
является катализ окисления/восстановления SH-rpynn
в специфическом белке тиоредоксине, ответственного

за поддержание окислительно-восстановительного гоме-

остаза в клетке. Рост содержания TrxR в тканях и сыво-

ротке вызывается индукцией ее синтеза в условиях по-

вышенного образования активированных метаболитов
кислорода и может служить показателем окислительного

стресса в тканях. TrxRl участвует в регуляции «редокс-
чувствительных» факторов транскрипции, таких, как

опухолевый супрессор р53, индуцируемый гипоксией
фактор (HIF) и фактор транскрипции АР- 1 (активирую-
щий протеин-1), отвечающих за изменение окислитель-

но-восстановительного баланса, что определяет участие
этого фермента в предполагаемом механизме противо-
опухолевого действия Se [74] . Высказывается предполо-
жение, что именно функция TrxR лежит в основе эффек-
тов, оказываемых препаратами Se в фармакологических
дозировках. СП-Р выполняет функцию транспорта Se к

различным тканям и является маркером обеспеченности
организма Se, обладает антиоксидантными функциями.
СП -S регулирует внутриклеточное окислительно-вос-

становительное равновесие. Известно, что СП-Н играет
роль редокс-зависимого регулятора транскрипции для

генов глутатиона и детоксикации. СП-К выступает анти-

оксидантом преимущественно в кардиомиоцитах. СП -W
участвует в окислительно-восстановительных реакциях,
является важным буфером против отравления метил-

ртутью. Показано протективное значение Se в нейтрали-
зации канцерогенного и токсического действия тяжелых

металлов и мышьяка [75].

РОЛЬ СЕЛЕНА В МЕХАНИЗМАХ

ПРОФИЛАКТИКИ РАКА

На основании результатов биохимических, генети-

ческих и экспериментальных исследований выявле-

на значительная роль СП в профилактике рака [76; 77].
В здоровом организме ДНК защищены от воздействия
канцерогенов метальными группами, но при дефиците
Se снижено защитное метилирование ДНК, повышены

повреждение и мутация [78]. Более чем у 50% больных
раком выявляют нарушения функции белка р53, который
называют хранителем генома. При повреждении ДНК бе-
лок р53 либо стимулирует восстановление ДНК, либо при
необратимых нарушениях активирует апоптоз. Система
ферментов Тгх способствует индукции р53 и репарации
ДНК [77|. С действием содержащих Se ферментов свя-

зывают многообразные возможности противоракового
воздействия: влияние на оксидантный стресс, детоксика-

цию и метаболизм канцерогенов, индукцию апоптоза и

пролиферацию клеток, метилирование и восстановление

ДНК, контроль клеточного деления и воспаления, продук-
цию гормонов, иммунную функцию [78; 79]. Se оказывает
антимутагенное действие, подавляет экспрессию онкоге-

нов, ингибирует активность протеинкиназы С, тормозит
ангиогенез, повышает активность противоопухолевых
клонов естественных киллеров, стимулируя продукцию
интерлейкина- 1 и интерлейкина-2 [80; 81].

Специфической особенностью обмена Se в организ-
ме онкологического больного являются накопление зна-

чительного количества МЭ в опухоли и снижение его

в крови [17; 82]. В жизнеспособной опухолевой ткани

концентрация Se в 5 — 10 раз больше, чем в некротизи-
рованной [83]. Se обладает выраженным токсическим

действием на клетки опухоли [29]. В опытах in vitro на

лимфоцитах человека авторы продемонстрировали, что

для оптимальной функции естественных киллеров необ-
ходимо, по крайней мере, 5 мкмоль Se (394 мкг/л) в виде

селенита натрия или селенометионина [84].

ПРИМЕНЕНИЕ СЕЛЕНА В ОНКОЛОГИИ

Хотя крупные исследования действия Se не заверше-
ны, в последние годы появились клинические данные,

подтверждающие важность и эффективность терапев-
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тического применения Se в онкологии. По мнению ряда
авторов, терапия Se должна проводиться у онкологиче-

ских больных из-за существующего у них дефицита это-

го микроэлемента [85]. Смертность больных лимфомой
в 3 —5 раз выше при крайне низкой концентрации Se в

крови [86|.
Химио- и лучевая терапия усугубляет дефицит Se,

что повышает тяжесть побочных токсических эффек-
тов. Se изменяет функции системы глутатиона в злока-

чественных клетках, повышает их чувствительность к

химио-и лучевой терапии, одновременно снижает по-

бочное токсическое влияние на нормальные клетки [87].
Исследователи выявили положительную корреляцию
между исходным уровнем Se, его дозой и результатами
химиотерапии лимфомы (продолжительность жизни, от-

вет на химиотерапию). Авторы полагают, что дополни-

тельное введение Se может дать новые возможности при
лечении данного заболевания 188].

В случае использования адъювантной терапии селе-

нитом натрия в дозе 0,2 мкг/кг/сут в течение 7-дневной
химиотерапии отмечено усиление апоптоза в клетках

лимфомы и выявлен эффект синергизма — уменьшение
размеров надключичных и шейных лимфатических уз-
лов, селезенки, инфильтрации костного мозга [87].

Для оценки эффекта Se и цинка при химиотерапии
рака желудочно-кишечного тракта проведено рандоми-
зированное исследование [89] . У 70% больных, получав-
ших Se 200 мкг/сут и цинк Zn 21 мг/сут в таблетках в те-

чение 50 дней, не отмечено ухудшение статуса питания,

значительно уменьшилась слабость и появился аппетит,

в то время как в группе плацебо у 80% больных конста-

тировано значительное снижение уровня общего белка,
альбумина, преальбумина и массы тела. В другом клини-

ческом исследовании (п = 62) использование Se в форме
дрожжей (200 мкг/сут) или плацебо в течение 2 —3 мес у
больных раком яичников привело к уменьшению выра-
женности побочных эффектов химиотерапии (циспла-
тин 100 мг/м 2 и циклофосфамид 600 мг/м 2 каждые 3 нед),
таких, как выпадение волос, боли в животе, слабость и

потеря аппетита 190].
При использовании селенита натрия в дозе 200 мкг/сут

при облучении области головы и шеи у больных плоско-

клеточным раком в 65% случаев удалось избежать трахе-
отомии и развития отека гортани III и IV степени (клас-
сификация Foldi и МШег), кроме того, нормализовались
показатели иммунитета 191; 92].

Многоцентровое рандомизированное исследование
проведено у больных раком шейки и тела матки (п = 81).
Больные исследуемой группы получали селенит натрия в

дозе 500 мкг в день лучевой терапии и 300 мкг в день без
облучения в течение 5 нед. Суммарная доза облучения
составила 45 —50 Гр (разоваядоза 1,8—2,0 Гр), общая доза

селена 15,9 — 18 мг. Содержание селена в крови повыси-

лось с 62,8 до 86 мкг/л. Достигнуто достоверное различие
с контрольной группой по частоте развития осложнений
(диарея, изменение анализов крови, массы тела): 20,5%
против 44,5% в контрольной группе, 5-летняя выживае-

мость составила 92 и 83% соответственно 193]. Однако в

случае применения Se в дозе 20 мкг/сут при проведении
химио- и лучевой терапии рака молочной железы эффек-
та не было 194] . Это объясняется тем, что в такой концен-

трации Se ведет себя как антиоксидант, а не прооксидант
и, снижая уровень реактивных кислородных радикалов
в тканях опухоли, негативно влияет на апоптоз клеток.

Показано, что эффективность противоопухолевых пре-
паратов зависит от уровня реактивных кислородных
радикалов в ткани опухоли и снижение определенного
порога при лечении антиоксидантами может способство-
вать росту опухолевых клеток 195].

В некоторых исследованиях показано, что дополни-

тельное использование селенита натрия в повышенных

дозах (до 2000 мкг/сут) самостоятельно или в комбина-
ции с витаминами повышает качество жизни 196]. Дозу
селенита натрия 3000 мкг внутривенно автор использовал

при обширных иссечениях опухолей полости рта с дву-
сторонней шейной лимфодиссекцией и последующим
ежедневным введением по 1 000 мкг в течение 2 1 дня 197] .

Отмечено значительное уменьшение отека тканей лица

и послеоперационной области по сравнению с таковым

в группе контроля.
По нашим собственным данным 198; 99], использо-

вание «Селеназы» (пентагидрат селенита натрия) в дозе

2000 мкг/сут в 1-е сутки и по 1000 мкг в последующие
4 дня после операции у больных с пострезекционной
печеночной недостаточностью приводит к увеличению
уровня Se в крови, снижению содержания токсических

метаболитов окислительного стресса и более раннему
восстановлению детоксикационной и синтетической
функции печени.

В представленных клинических исследованиях ав-

торы не наблюдали неблагоприятных эффектов Se в ис-

пользованных дозах и сроках применения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В последнее десятилетие в зарубежных изданиях опу-
бликованы многочисленные обзоры, посвященные оцен-

ке значимости Se для здоровья человека. На основании

эпидемиологических исследований установлена высокая

степень корреляции между увеличением частоты раз-
вития онкологических заболеваний и низким уровнем
Se в крови. Достоверно доказано, что длительный прием
Se в повышенной дозе (200 —300 мкг/сут) обеспечивает
профилактику онкологических заболеваний и снижение

смертности от них у лиц с дефицитом этого МЭ.
Se проявляет двойственные свойства — антиокси-

дантную и прооксидантную активность. Прооксидантная
активность, сопровождающаяся токсическим действием
на клетки опухоли, проявляется в условиях повышенных

(фармакологических) концентраций Se. Результаты экс-

периментальных работ подтверждают воздействие Se на

ранние стадии канцерогенеза, угнетение пролиферации
злокачественных клеток, индукцию апоптоза. Выявлено
значительное накопление Se в злокачественных опухо-
лях и снижение в сыворотке крови. При дефиците Se
подавлен синтез СП, нарушена антиоксидантная и анти-

канцерогенная защита. Клинические исследования под-

тверждают эффективность терапевтического примене-
ния Se в онкологии.

В то же время при достаточном обеспечении орга-
низма Se избыточное его поступление может приводить
к токсическому эффекту. В настоящее время механизм

биосинтеза и функция многих СП изучены недостаточ-
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но, механизмы регуляции с вариантами селеновой диеты

для конкретных категорий лиц и пациентов еще не реше-
ны. Для получения дополнительных данных требуются
дальнейшие исследования и новые рандомизированные
клинические испытания этого многообещающего эссен-

циального МЭ.
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Selenium was recognized as an essential element only 30 years ago, and multiple recent studies demon-

strated selenium to play an important role in human health. This is an overview of scientific findings on pros-

pects for use of selenium in prevention and therapy of cancer. Selenium principal biological role is involvement

in synthesis and activity of selenium-containing antioxidant enzymes and selenoproteins that protect cells

from damage by free radicals. Selenium deficiency is associated with low selenoprotein synthesis, impaired
antioxidant and anticancer defense. Blood selenium levels correlate reversely with the risk of cancer incidence

and mortality. Selenium demonstrates effective cancer prevention activity. Selenium supplementation is asso-

ciated with a more than 35% reduction in cancer risk in patients with selenium deficiency. Selenium-containing
enzymes are thought to possess multiple anticancer activities such as effect on oxidant stress, carcinogen de-

toxication and metabolism, induction of cell apoptosis and proliferation, control of cell division and inflam-

mation, DNA methylation and recovery, hormone production, immune function. Selenium demonstrates both

anti- and prooxydant activities. Selenium is found at considerable levels in malignant tumors and at low levels

in serum. Selenium at increased (pharmacological) concentrations exerts prooxydant activity with toxic effects

on tumor cells. Clinical trials confirm the important and effective role of selenium in oncology as a chemo- /
radiotherapy sensitizing agent that also reduces toxic side effects on normal cells. However, functions and

regulation mechanisms of many selenoproteins and selenium diets have not been studied adequately and need

further assessment in clinical trials.

Key words: selenium, cancer, biochemical functions, prevention, treatment.
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Соматические мутации в гене EGFR у больных немелкоклеточным раком легкого предопределяют
чувствительность опухоли к таргетной терапии ингибиторами тирозинкиназ — гефитинибом (иресса)
или эрлотинибом. Нами разработан метод, позволяющий выявлять 13 наиболее часто встречающих-
ся мутаций в гене EGFR: 9 вариантов делеций в 19-м экзоне и точковые мутации в 21-м (Leu858Arg) и

18-м (Gly719Cys, Gly719Ala, Gly719Ser) экзонах. Для повышения чувствительности метода и выявле-

ния минорных фракций опухолевых клеток в клинических образцах использован способ подавления

амплификации последовательностей «дикого» типа в ходе полимеразной цепной реакции с помощью

LNA -олигонуклеотидов. Продукт LNA -блокирующей полимеразной цепной реакции гибридизовали с

олигонуклеотидными зондами, иммобилизованными в геле на поверхности биочипа. Биочип протести-
рован на 127 образцах ДНК больных немелкоклеточным раком легкого, в основном аденокарциномой.
В качестве референс-метода использовали секвенирование продуктов полимеразной цепной реакции.
Разработанный метод с использованием биочипов позволяет с высокой достоверностью обнаруживать
мутации в гене EGFR, независимо от метода получения ДНК, даже если доля клеток, несущих мутацию,
незначительна.

Ключевые слова: соматические мутации, рак легкого, ген ECFR, биочипы, диагностика.
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В последние годы при лечении больных немелкокле-

точным раком легкого (НМРЛ) активно используют на-

целенные на определенный вид молекул (таргетные)
препараты гефитиниб и эрлотиниб [ 1 ] . Они избиратель-
но связываются с тирозинкиназным доменом рецептора
эпидермального фактора роста (EGFR), тем самым бло-
кируя рост и пролиферацию клеток опухоли [2]. В ряде
исследований показано, что данные препараты эффек-
тивны исключительно у пациентов, несущих соматиче-

ские мутации в гене EGFR [3—6]. Большинство мутаций
локализуются в 18 —21-м экзонах гена ECFR, кодирую-
щих тирозинкиназный домен рецептора [4; 5]. Это при-
водит к увеличению киназной активности рецептора,
способствующей увеличению клеточной пролиферации,
выживаемости, инвазии [7].

Наиболее распространенными мутациями в гене

EGFR, составляющими 51 —56% тестируемых наруше-
ний, являются делеции в 19-м экзоне, которые могут
иметь различный размер, но наиболее часто приводят к

делеции с 746-й по 750-ю аминокислоту. Кроме того, ча-

сто наблюдаются точковые мутации Leu858Arg (36 —44%)
в 21-м экзоне и Gly719X (5—6%) в 18-м [8— 10]. Мутации,
наличие которых ассоциировано с эффективностью
анти-ЕСРК-терапии, также различаются по своей клини-

ческой значимости. Например, у пациентов с делециями

в 19-м экзоне гена EGFR общая выживаемость выше, чем

у пациентов с мутацией Leu858Arg [11; 12].
При исследовании опухолевого материала доля кле-

ток с соматическими мутациями может быть невелика,

что в ряде случаев не позволяет выявить анализируемую
мутацию. Наиболее распространенный подход к реше-
нию этой проблемы состоит в избирательном выявлении

мутантного аллеля [13; 14] или в подавлении амплифика-
ции последовательностей дикого типа при проведении
полимеразной цепной реакции (ПЦР) [15; 16]. В част-

ности, для обогащения образца последовательностью
определенного типа используют LNA -блокирующую
ПЦР [17].

LNA (locked nucleic acid) — синтетический аналог

РНК, имеющий дополнительную связь между 2'-0 и 4'-С,
которая блокирует рибозу в N -конформации, подобно
А-форме РНК. Такая «закрытая» конформация способ-
ствует увеличению термодинамической стабильности
совершенного дуплекса ДНК -LNA и нестабильности
несовершенного [18]. В результате присутствия в ПЦР-
смеси LNA -олигонуклеотида, который специфически
узнает последовательность дикого типа и связывается с

ней, препятствуя ее амплификации, происходит преиму-
щественное увеличение числа копий мутантного алле-

ля [17].
В нашем исследовании предложен высокочувстви-

тельный метод, совмещающий LNA -блокирующую муль-
типлексную ПЦР с гибридизацией на биочипе. Это сде-

лало возможным проведение одновременного анализа

13 соматических мутаций в гене ECFR. В результате раз-
работана высокоэффективная тест-система, которую в

© Емельянова М. А., Мазуренко И. Н., Гагарин И. М,
Цыганова И. В., Зборовская И. Б., Архипова К. А.,
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дальнейшем можно использовать для скрининга больных
НМРЛ на наличие мутаций в гене EGFR. Достоверное
определение мутаций позволяет индивидуально подби-
рать противоопухолевую терапию, основываясь на гене-

тическом портрете опухоли.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Пациенты. В исследование включены 123 больных

НМРЛ, прооперированных и/или получавших химиоте-

рапевтическое лечение в НИИ клинической онкологии

ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» РАМН. Выборка опу-
холей представлена 109 аденокарциномами (у 65 мужчин
и у 44 женщин) и 14 образцами плоскоклеточного рака
легких (у 12 мужчин и у 2 женщин). Средний возраст
больных аденокарциномой составил 60,3 года (от 28 до

82 лет), а больных плоскоклеточным раком — 59,2 года

(от 30 до 76 лет). В 81 случае исследовали свежезаморо-
женный опухолевый материал, полученный в результате
хирургического вмешательства и хранившийся в жид-

ком азоте, а в 65 случаях — архивные парафиновые бло-
ки опухолевых биопсий. У 23 пациентов образцы были
представлены одновременно и свежезамороженной, и

фиксированной в парафиновых блоках опухолевой тка-

нью.

Выделение ДНК. Для выделения ДНК из свежезамо-

роженного операционного материала использовали на-

бор OIAamp DNA Micro Kit («Qiagen», Германия).
При выделении ДНК из архивных образцов опера-

ционного материала, фиксированного в парафине, про-
водили ручную макродиссекцию опухолевых клеток со

срезов под контролем серийного среза, окрашенного
гематоксилином и эозином, что позволяет обогатить пре-
парат опухолевой ДНК. Геномную ДНК выделяли с по-

мощью протеиназы К, как описано ранее [ 19] .

Концентрацию ДНК измеряли на флуориметре Qubit
(«Life Technologies Corporation», США).

Сайт-направленный мутагенез. Для тестирования
биологического микрочипа мутантные последователь-

ности гена EGFR, несущие точковые мутации Leu858Arg,
Gly7 19Cys, Gly7 19А1а и Gly719Ser, получены посредством
сайт-направленного мутагенеза [20; 21]. Фрагменты 19-го
экзона гена ECFR, содержащие все варианты анализиру-
емых на чипе делеций, синтезированы в коммерческой
фирме «Евроген» (Москва, Россия).

Мутации. В ячейках биочипа были иммобилизованы
олигонуклеотиды, позволяющие определять точковые

мутации GIy719Ala, Gly719Cys, Gly719Ser, Leu858Arg и

делеции в 19-м экзоне гена EGFR: 2235 —2249del {Е746 —

A750del), 2236— 2250del (Е746— A750del) [ 2237— 2251 del
(E746 —Т751 del insA), 2237— 2252del insT (E746— T751del
insV), 2237— 2255del insT (E746— S752del insV), 2239—
2248del insC (L747— A750del insP), 2239— 2251 del insC
(L747— T751del insP), 2240— 2254del (L747— T751del) r

2240— 2257del (L747— P753del insS),
Олигонуклеотидные пробы представляют собой по-

следовательность гена EGFR длиной 15 —20 п. о., несу-
щую вариабельный участок в центральном положении.

Фрагменты гена EGFR с анализируемыми мутациями
приведены в табл. 1 .

Синтез олигонуклеотидов и изготовление биочипов.

Олигонуклеотиды для иммобилизации на биочипе синте-
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Таблица 1

Мутации в гене EGFR, идентифицируемые на биологиче-

ском микрочипе

зировали на автоматическом синтезаторе 394 DNA/RNA
Synthesizer («Applied Biosystems», США) с использовани-

ем стандартной фосфоамидитной процедуры. На З'-кон-
це олигонуклеотидов находился спейсер со свободной
аминогруппой, который вводили при синтезе с помощью

З'-Атшо-МосШег С7 CPG 500 («Glen Research», США).
Биочипы изготовлены с помощью фотоиндуцируемой

совместной полимеризации олигонуклеотидов и компо-

нентов полиакриламидного геля, как описано ранее [22].
Подбор LNA -олигонуклеотидов. LNA -олигонуклео-

тиды моделировали с помощью on-line приложения
(http://www.exiqon.com/oligo-tools). В их состав входили

как LNA, так и ДНК-нуклеотиды, З'-конец молекулы был
фосфорилирован для препятствия удлинению олигону-

клеотида Taq -полимеразой. Последовательности LNA-
олигонуклеотидов могут быть предоставлены авторами
по запросу.

ПЦР. Амплификацию интересующих нас участков
гена EGFR проводили с помощью двухэтапной муль-
типлексной ПЦР. Для каждого фрагмента гена были
подобраны и синтезированы две пары праймеров.
Нуклеотидные последовательности праймеров можно

получить у авторов по запросу.
Мультиплексную ПЦР проводили на приборе Dyad

(«Bio-Rad», США). ПЦР-смесь первого этапа общим
объемом 25 мкл включала 67 мМ Трис -HCl (рН 8,6),
166 мМ(МН 4 ) 2 50 4 , 0,01% Тритон Х-100, 1,5 мМ МдС1, 2 ,

0,2 мМ каждого из дНТФ («Силекс», Россия), 2,5 U
Т а q - г i оли м е р аз ы («Силекс», Россия), по 0,2 мкМ каж-

дого из праймеров, 0,02 —0,1 мкМ каждого из LNA-
олигонуклеотидов и 20 нг ДНК. Амплификацию прово-
дили по следующей схеме: денатурация при 94 °С (3 мин

30 с), затем 35 циклов: 94 "С (30 с), 62 "С (20 с), 72 °С (10 с),
после этого — элонгация при 72 °С в течение 3 мин.

На втором этапе в качестве матрицы использовали

продукт первого этапа ПЦР (2 мкл). Состав ПЦР-смеси
был таким же, за исключением того, что в ней отсутство-
вали LNA -олигонуклеотиды, а содержались праймеры
второго этапа в концентрации 0,2 мкМ для прямых и

2 мкМ для обратных праймеров. Кроме того, в ПЦР-смесь
добавляли 0,2 нМ флуоресцентно меченного дУТФ-Су5,
который встраивался в цепь в процессе амплификации.
Таким образом, в результате ПЦР получали одноцепо-

чечный флуоресцентно меченный ПЦР-продукт.
Гибридизация меченного продукта на биочипе.

Полученный на втором этапе мультиплексной ПЦР флу-
оресцентно меченный продукт использовали для гибри-
дизации на биочипе. Гибридизационная смесь общим
объемом 40 мкл содержала 10 мкл формамида («Serva»,
США), 10 мкл 20 х SSPE («Promega», США) и 20 мкл ам-

плификата. Гибридизационную смесь денатурировали
при 95 "С (5 мин), охлаждали на льду (2 мин), наносили

на биочип и оставляли на 12 — 18 ч при температуре 37 °С.
После этого биочип отмывали в растворе 1 х SSPE в те-

чение 15 мин при комнатной температуре, споласкивали

дистиллированной водой и высушивали.
Регистрация изображения. Флуоресцентный сигнал от

ячейки микрочипа регистрировали с помощью портатив-
ного анализатора биочипов, снабженного камерой ПЗС и

программным обеспечением Imageware («Биочип-ИМБ»,
Россия), по описанной ранее методике с экспозицией 100 —

500 мс [23]. Поскольку все ячейки на биочипе дублирова-
ны, в расчетах использовали среднее значение сигнала по

двум ячейкам. Считали, что сигнал свидетельствует об об-
разовании дуплекса, если интенсивность флуоресценции
от соответствующей ячейки минимум в 5 раз превышала

интенсивность флуоресценции фона. В зависимости от

локализации сигнала на биочипе можно судить о наличии

той или иной мутации в исследуемом образце. При ампли-

фикации интересующего нас фрагмента ДНК использо-

вали LNA -блокирующую ПЦР. Поэтому ячейка, содержа-
щая зонд с последовательностью дикого типа, могла иметь

очень низкий уровень флуоресцентного сигнала.

Секвенирование. Выделенные из срезов парафино-
вых блоков образцы опухолевой ДНК (п = 65) анализи-

Сайт Мутация
Нуклеотид-
ная последо-

вательность

19-йэкзон

WT ATTAAGAGA

2235— 2249del (Е746— A750del) TCAAAACAT

2236— 2250del (E746-A750del) TCAAGACAT

2237— 2251 del (E746— T751del insA) CAAGGCATC

2237— 2252del insT (E746-T751del insV) AAGGTATCT

2237— 2255del insT (E746— S752del insV) AAGGTTCCG

2239— 2248del insC (L747-A750del insP) GGAACCAAC

2239— 2251del insC (L747— T751del insP) GGAACCATC

2240— 2254del (L747-T751del) GGAATCTCC

2240— 2257del (L747— P753del insS) GGAATCGAA

719-йкодом

Gly (WT) GCTGGGCTC

Ala CTGGCCTCC

Cys GCTGTGCTC

Ser GCTGAGCTC

858-й кодом

Leu (WT) GGGCTGGCC

Arg GGGCGGGCC
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ровали секвенированием параллельно с анализом на био-
чипах. Для выявления мутаций в гене EGFR использовали

ПЦР с праймерами к 18, 19 и 21-му экзонам гена EGFR,
выбранными в результате биоинформационного анали-

за [19]. В случаях, если ДНК со срезов была сильно фраг-
ментирована и имела низкую концентрацию, использо-

вали полугнездовую ПЦР с праймерами, позволяющими
получить более короткие ПЦР-продукты, перекрываю-
щие друг друга [19]. После очистки ПЦР-продуктов про-
водили секвенирование с помощью набора реактивов
ABI PRISM BigDye Terminator v. 3.1 с последующим ана-

лизом продуктов реакции на автоматическом секвенато-

ре Applied Biosystems 3730 DNA Analyzer (ЦКП «Геном»,
Москва, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ мутаций в гене EGFR с помощью биочипа

На рис. 1 приведена схема биологического микрочи-
па. Для повышения надежности и точности анализа каж-

дая проба на биочипе дублирована.
Разработанный биочип позволяет анализировать

13 наиболее часто встречающихся мутаций в гене EGFR\
9 вариантов делеций в 19-м экзоне, мутации в 719-м кодо-

neG^igAla, Gly719CysH Gly719Ser, мутацию Leu858Arg.
На рис, 2 представлены гибридизационные картины, ко-

торые получены при анализе ДНК, выделенной как из

свежезамороженных биопсий, так и из парафинового
среза. Один образец представлен последовательностью

гена EGFR «дикого» типа (см. рис. 2, А), другие образцы
содержат мутации: 2235 —2249del (E746-A750del) в 19-м
экзоне (см. рис. 2, Б), Gly719Ala (см. рис. 2, В) и Leu858Arg
(см. рис. 2, Г).

Биологический микрочип протестирован на способ-
ность определения всех 13 мутаций. Для этого использо-

вали образцы опухолевой ДНК с известными генотипами.

В ряде случаев ввиду отсутствия клинических образцов
с данной мутацией использованы мутантные последова-

тельности, полученные с помощью сайт-направленного
мутагенеза.

Геиотипирование пациентов с НМРА

Разработанный нами протокол генотипирования на

биочипах использован при анализе 127 образцов ДНК от

123 больных НМРА. Результаты генотипирования сумми-
рованы в табл. 2.

Выборка опухолей состояла из 2 групп. В 1-ю группу
входили образцы ДНК из свежезамороженных образцов
НМРА (п = 81), во вторую — образцы ДНК, полученные
из парафиновых блоков опухолевой ткани (п = 46) . Для
4 случаев НМРА получены образцы ДНК двух типов.

В результате генотипирования образцов ДНК, выде-

ленных из свежезамороженных опухолевых биопсий,
мутации в гене EGFR обнаружены у 1 1 (15%) из 72 паци-

ентов с аденокарциномой легкого. Мутации в 19-м эк-

зоне выявлены в 6 случаях: в 5 зафиксированы делеции

2235—2249 del (Е746— A750del) и в одном — 2240—2254
del (L747 —T751del). В 5 случаях выявлена миссенс-мута-
ция Leu858Arg в 21-м экзоне. Для 9 случаев НМРА полу-
чено по два препарата ДНК из разных участков опухоли.
При анализе на микрочипах результаты с разными пре-
паратами ДНК от одного больного совпали. Мутации у

1 9-й экзон 719-й кодом 858-й кодом

Wt 1 Су 5Wt Wt WtWt

Del 1 У Dell I Ala i Ala У Arg I Arg

Del 2 )( Del 2 I Cys \ Cys

Del 3 I Del 3 I Ser I Ser

Del 4 I Del 4

Del 5 I Del 5

Del 6 I Del 6

Del 7 « Del 7

Del 8 I Del 8

Cy 5Cy 5 I Del 9 У Del 9

Рисумок 1. Схема расположемия олигомуклеотидмых проб
ма биочипе. Олигонуклеотиды, расположенные в верхнем ряду,

соответствуют последовательностям «дикого» типа. В двух пер-
вых столбцах нанесены олигонуклеотиды, соответствующие

наиболее часто встречающимся делециям в 19-м экзоне: Del 1

(2235— 2249del (Е746— A750del)), Del 2 (2236— 2250del (E746—
A750del)), Del 3 (2237— 2251 del (E746-T751 del insA)), Del 4

(2237— 2252del insT (E746— T751del insV)), Del 5 (2237— 2255del
insT (E746— S752del insV)), Del 6 (2239— 2248del insC (L747—
A750del insP)), Del 7 (2239— 2251del insC (L747— T751del insP)),
Del 8 (2240— 2254del (L747— T751del)), Del 9 (2240— 2257del
(L747— P753del insS)). В третьем и четвертом столбцах нане-

сены олигонуклеотиды, соответствующие мутациям Gly719Ala,
Gly719Cys и Gly719Ser, в двух последних — мутации Leu858Arg
гена EGFR. В угловых позициях нанесены ячейки, содержащие

флуоресцентный краситель Су5 и перманентно светящиеся,

для ориентировки и контроля интенсивности свечения.

пациентов с плоскоклеточным раком легких не обнару-
жены.

Необходимо отметить, что для 23 случаев аденокарци-
номы легкого, исследованных на биочипах, проведен па-

раллельный анализ мутаций секвенированием в препара-
тах ДНК, полученных из парафиновых срезов. Несмотря
на то что ДНК получали разными методами и из разных
участков опухоли, результаты совпали в 95,6% случаев.
Только в одном случае мутация Leu858Arg была обнару-
жена с помощью биочипа в препаратах ДНК из свежей
ткани и парафинового среза, но не выявилась при секве-

нировании ДНК из среза. Этот спорный случай был про-
верен с помощью ПЦР в реальном времени: мутация была
выявлена в новом препарате ДНК от этой больной.

В результате генотипирования образцов ДНК, вы-

деленных из парафиновых срезов, мутации в гене EGFR
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19-й экзон 719-й кодон 858-й кодон 19-йэкзон 719-й кодом 858-й кодом

19-йзкзон 719-й кодон 858-й кодон 19-й экзон 719-й кодон 858-й кодон

Рисунок 2. Гибридизационные картины, полученные при анализе образцов НМРЛ с различным генотипом. Образцы А, Б, Г
выделены из свежезамороженных биопсий, образец В — из биопсии, фиксированной в парафиновом блоке.
А. Образец ДНК, не содержащий исследуемых мутаций (Wt). Б. Образец ДНК, содержащий мутацию 2235— 2249del (Е746— A750clel) в

19-м экзоне. В. Образец ДНК, содержащий мутацию Gly719Ala. Г. Образец ДНК, содержащий мутацию Leu858Arg.

обнаружены только у пациентов с аденокарциномой, в 13
(32%) случаях из 4 1 . В 7 аденокарциномах выявлена мис-

сенс-мутация Leu858Arg в 21-м экзоне. У 5 больных обна-
ружены делеции в 19-м экзоне, преимущественно Е746-
A750del. Причем в одном образце присутствовала делеция

Е746-А750, одновременно выявленная при гибридизации

на биочипе двумя пробами: 2235 —2249 del и 2236—2250
del. Кроме того, в одном образце обнаружена делеция

2240 —2257del (L747 —P753del insS). У одного пациента об-
наружена редкая мутация Gly719Ala в 18-м экзоне.

При анализе мутаций секвенированием в тех же

препаратах ДНК из парафиновых срезов мутации вы-
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явлены в аденокарциномах у 16 (38%) пациентов из 41.
Таким образом, результаты генотипирования двумя
различными методами совпали в 43 (93,5%) случаях из

46. В 3 случаях мутации в гене EGFR выявлены секве-

нированием, но не обнаружены с помощью биочипов.
В 2 случаях это были делеции в 19-м экзоне (Е746 —

T751del и Е746 —K754del), которые не могут быть вы-

явлены с помощью гибридизации на биочипе, т. к. оли-

гонуклеотиды, комплементарные им, на биочипе не

присутствуют. В одном образце только секвенировани-
ем обнаружена замена Leu858Arg. Стоит отметить, что

в 2 случаях секвенирования ДНК со срезов мутации в

21-м экзоне вызывали сомнение, но подтвердились при
анализе этой же ДНК на биочипах.

Очевидно, что различия по частоте мутаций в адено-

карциномах в 1-й (15%) и во 2-й (38%) группах обуслов-
лены составом пациентов: 1-я группа представляла собой
рандомизированную выборку больных, прооперирован-
ных в ФГБУ «РОНЦ им. Н, Н. Блохина» РАМН в 2007 —

2010 гг., тогда как во 2-ю группу вошли больные НМРЛ,

которые получали ранее химиотерапию и которым ана-

лиз мутаций был необходим при назначении таргетной
терапии.

Суммируя результаты генотипирования, заключаем,

что всего у пациентов с аденокарциномой легкого му-
тации в гене EGFR были обнаружены в 23 случаях (21%)
из 109. Точечные замены Leu858Arg и делеции в 19-м
экзоне встречались с равной частотой — в И случаях
(48%) из 23, мутация Gly719Ala присутствовала только

в одном (4%) образце. Наиболее частой была делеция

2235 —2249 del (Е746 —A750del). В одном образце присут-
ствовала делеция Е746 —А750, одновременно выявленная

на биочипе двумя пробами 2235 —2249 del и 2236 —2250
del. В одном случае обнаружена делеция 2240 —2254 del
(L747 —T751del) и еще в одном — 2240 —2257del (L747 —

P753del insS).
Анализ мутационного статуса гена EGFR у пациентов

с аденокарциномой в зависимости от пола показал, что

мутации чаще встречаются у женщин — 15 (34%) из 44 (у
мужчин — 8 (12%) из 65) (р = 0,0085). В опухолевых об-

Таблица 2
Результаты генотипирования образцов НМРЛ методом гибридизации на биологическом микрочипе"

Гистологический
тип НМРЛ

Образцы НМРЛ
свежезамороженные ткани (п = 81 )

Образцы НМРЛ
парафиновые срезы (п = 46)

Образцы НМРЛ
(п = 1 23) 6

мутации EGFR число случаев мутации EGFR число случаев Мутации, всего

Плоскоклеточный рак
(п = 14) 0 0/9 (0) 0 0/5 (0) 0/14(0)

11 11/72(15) 13 13/41 (32) 23/109(21)

Делеции
в 19-м экзоне

6/11 (55)
Делеции

в 19-м экзоне
5/13(38) 11/23 (48)

2235—2249 del
(Е746 —A750del)

5
2235—2249 del
(Е746 —A750del) 4 B 9"

Аденокарциноме
(п = 109, 113 образцов
ДНК) 6

2240 —2254 del
(L747 —T751del)

2

2236—2250 del
(Е746 —A750del)

2240—2257 del
(L747 —P753del

insS)

1 в

1

1

1»

1

Leu858Arg
в 21-м экзоне

5/11 (45)
Leu858Arg

в 21 -M экзоне
7/13(54) 11/23 (48)

- -

Gly719Ala
в 18-м экзоне

1/13(8) 1/23 (4)

а В скобках указаны проценты.

6 Всего исследовано 1 27 образцов ДНК от 1 23 больных, для 4 аденокарцином исследована ДНК свежезамороженной опухоли и из среза. При этом в одной
аденокарциноме мутация Leu858Arg выявлена в обоих препаратах ДНК.
■ В одном образце присутствовала делеция Е746 —А750, одновременно выявленная при гибридизации на биочипе двумя пробами: 2235—2249 del и 2236 —

2250 del.
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разцах 14 пациентов с диагнозом плоскоклеточный рак
легкого мутации не обнаружены.

Таким образом, при анализе на биочипах мутаций
гена EGFR в опухолевой ДНК 123 больных НМРЛ полу-
чены результаты, подтверждающие данные литературы:
мутации выявлены в 21% случаев аденокарцином легко-

го, при этом чаще у женщин.

ОБСУЖДЕНИЕ
Данное исследование посвящено разработке высоко-

чувствительного метода скрининга образцов опухолевой
ДНК на наличие соматических мутаций гена EGFR.

В настоящее время в крупных клиниках России при
назначении противоопухолевой терапии уже использу-
ется определение мутационного статуса гена EGFR (24;
25]. Существует широкий спектр молекулярно-генети-
ческих методов, позволяющих выявлять мутантные по-

следовательности в присутствии большого количества

последовательностей «дикого» типа. Однако наибольшее
распространение в клинической диагностике получили
секвенирование, иногда сопряженное с предваритель-
ным обогащением ПЦР-продукта мутантной последова-
тельностью, и аллель-специфичная ПЦР в реальном вре-
мени. Эти методы обладают высокой достоверностью,
но достаточно трудоемки, так как обусловливают необ-
ходимость постановки отдельной реакции для каждой
анализируемой мутации. Секвенирование без предвари-
тельного обогащения мутантной последовательностью

обладает еще и низкой аналитической чувствитель-
ностью, позволяя определять не менее 10% мутантной
ДНК на фоне ДНК «дикого» типа.

Разработанный нами метод генотипирования мута-
ций в гене EGFR с использованием LNA -блокирующей
ПЦР и гибридизации на биологическом гидрогелевом
микрочипе не имеет перечисленных выше недостат-
ков. Мультиплексная ПЦР проходит в одной пробирке,
при этом биочип позволяет одновременно выявлять 13
различных мутаций в гене EGFR. Для анализа с помо-

щью биочипов используется недорогое детектирующее
устройство — портативный анализатор биочипов (ООО
«Биочип-ИМБ», Россия). Разработанный метод обладает
высокой аналитической чувствительностью, позволяя

выявлять мутации при низком содержании в образце
мутантной ДНК. Полученные результаты позволяют сде-

лать вывод о том, что разработанная методика анализа

мутаций не уступает по достоверности секвенированию
препаратов ДНК, полученных из парафиновых срезов
при обогащении их опухолевыми клетками с помощью

микродиссекции. Последний метод широко использу-
ется в ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» РАМН. Стоит
также отметить, что при анализе с помощью биочипа с

одинаковой эффективностью может быть использована

ДНК, выделенная как из свежезамороженной ткани, так

и из ткани, фиксированной в парафиновых блоках.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Новая диагностическая тест-система на основе ги-

дрогелевых биочипов для одновременного определения
13 вариантов мутаций в 3 экзонах гена EGFR позволяет

проводить анализ быстро и с высокой достоверностью.
Поскольку в настоящее время при назначении ряда про-

тивоопухолевых препаратов онкологам необходимо про-
ведение молекулярно-генетического анализа гена EGFR,
разработанный биочип может быть рекомендован для

широкого использования в целях клинической диагно-
стики в системе практического здравоохранения.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Федеральной целевой программы Минобрнауки
(ГК № 16.512.11.2238) и гранта РФФИ 1 1-04-12097.
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EGFR somatic mutations predict sensitivity to targeted therapy with tyrosine kinase inhibitors, gefitinib
(Iressa) and erlotinib in patients with non-small cell lung cancer. We have developed a method able to detect

13 most common EGFR mutatons including 9 deletions in exon 19 and point mutations in exons 21 (Leu858Arg)
and 18 (Gly719Cys, Glyy^Ala, Gly719Ser). Wild-type seguence amplification was inhlbited using LNA

oligonucleotides during polymerase chain reaction to increase test sensitivity and to detect minor tumor cell

fractions in clinical specimens. Product of the LNA blocking polymerase chain reaction was hybridized with

oligonucleotide probes immobilized in gel on biochip surface. The biochip was tested on 127 DNA samples from

patients with non-smail cell lung cancer, mainly adenocarcinoma. Sequencing of polymerase chain reaction

products was used as reference. The developed biochip test can reliably detect EGFR mutations irrespective of

DNA sampling procedure even in small fractions of mutation-carrying cells.

Key words: somatic mutations, lung cancer, EGFR, biochip, diagnosis.
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Для определения особенностей содержания иммунокомпетентных клеток в крови и ткани опухоли
у больных раком шейки матки, подвергавшихся иммунотерапии, обследованы 37 больных раком шейки
матки III клинической стадии, Женщины были распределены на 2 группы: сочетанной лучевой терапии
и ее комбинации с иммунотерапией, осуществляемой путем реинфузии активированных in vitro ауто-
лимфоцитов в сочетании с препаратом рекомбинантного интерлейкина-2 и Флогэнзимом, Исследовано
содержание лимфоцитов некоторых кластеров дифференцировки в крови и биоптатах опухоли в ди-

намике лечения. В результате лечения в группе применения иммунотерапии выявлено статистически

значимое повышение содержания лимфоцитов и их субпопуляций в крови и ткани опухоли. В наиболь-
шей степени было выражено повышение количества лимфоцитов цитотоксического действия, что, по

нашему мнению, отражает активацию противоопухолевых иммунных механизмов.

Ключевые слова: рак шейки матки, иммунотерапия, клеточный иммунитет, интерлейкин-2, систем-

ная энзимотерапия.

Иммунотерапия злокачественных новообразований
все чаще применяется и становится стандартным мето-

дом лечения больных, особенно в экономически разви-
тых странах мира. За несколько десятилетий своего су-
ществования она прошла путь от первых экспериментов
до включения в число основных и наиболее эффектив-
ных способов лечения таких опухолей, как рак почек,

легких, яичников, мочевого пузыря [1:2].
Продолжаются исследования, направленные на соз-

дание методов иммунотерапии злокачественных ново-

образований других локализаций и совершенствование
имеющихся подходов с доказанной клинической эффек-
тивностью.

Существует обширный спектр методов иммуноте-
рапии опухолей, включающий применение вакцин, сы-

вороток, способов стимуляции клеточного иммунитета
как in vivo, так и in vltro, неспецифические воздействия
(иммуностимуляция, иммуномодуляция, иммунокоррек-
ция) на различных уровнях регуляции и эффекторного
действия иммунитета [3] .

© Лазарев А. Ф., Кенбаева Д. К., Манамбаева 3. А., 2012
УДК 618.1 46-006.6-085.37:6 1 6-097

Наиболее разработанным и эффективным направле-
нием до настоящего времени считается вакцинотерапия,
чаще всего применяемая при новообразованиях сома-

тических органов. На втором месте находятся методы
клеточной иммунотерапии (TIL -терапия, LAK -терапия).
В последние годы работы в этой области часто направле-
ны на лечение новообразований, не поддающихся имму-
нотерапии существующими способами [4; 5].

Проблема иммунотерапии опухолей шейки матки до

настоящего времени остается нерешенной. В то же вре-
мя нет оснований считать данную локализацию не им-

муногенной и не подлежащей лечению с применением
соответствующих методов. Потенциальной причиной
практического отсутствия разработок в области иммуно-
терапии рака шейки матки (РШМ) представляется пре-
имущественный интерес исследователей к другим аспек-

там иммунопатогенеза данной опухоли, а именно — ее

профилактике за счет вакцинации и лечения вирусных
инфекций [6; 7].

Цель исследования — определение особенностей со-

держания иммунокомпетентных клеток в крови и ткани

опухоли у больных РШМ, подвергавшихся иммунотера-
пии.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В рамках клинико-иммунологического исследования

обследованы 37 больных РШМ III клинической стадии

(Т1 —2N1M0, T3N0 — 1М0), подвергшихся противоопухо-
левой терапии (сочетанной лучевой терапии — САТ). Все
больные были в возрасте от 30 до 70 лет.

Критерии включения: злокачественное образование
шейки матки; возраст (30 —70 лет); информированное со-

гласие на участие в исследовании, проведение исследо-

ваний и дополнительных методов лечения.

Критерии исключения: отказ от участия в исследова-

нии на любом этапе; неполнота обследования; злокаче-

ственные новообразования других локализаций, выяв-

ленные в ходе исследования; соматические заболевания,
хронические инфекционные заболевания либо систем-

ные заболевания соединительной ткани.

Дистанционную гамма-терапию в статическом или

подвижном режиме проводили на область первичной
опухоли и зоны возможного параметрального и лимфо-
генного распространения опухоли, чередуя с сеансами

внутриполостной гамма-терапии. Суммарная очаговая

доза в точке В от дистанционного облучения составила

40 Гр. Внутриполостное облучение осуществляли мето-

дом введения метрокольпостатов и радиоактивных ис-

точников низкой активности до суммарной очаговой
дозы 50 —60 Гр в точке А или источников высокой актив-

ности (последовательное автоматизированное введение

на аппарате «Агат-В» с фракционированием по 5 Гр; все-
го 10 сеансов).

Все больные были распределены на 2 группы в зави-

симости от проводимой терапии. В 1-ю группу (основ-
ную, или группу иммунотерапии) включены пациентки,

получавшие только САТ, во 2-ю группу (сравнения) —

получавшие САТ в сочетании со специфической имму-
нотерапией (СИТ). Методика СИТ включает инкубацию
аутолимфоцитов с опухолевыми антигенами и стимуля-
тором роста Т-лимфоцитов и хелперным фактором для

киллеров (интерлейкин-2). Кроме того, применяли адоп-

тивную иммунотерапию (АИТ), заключавшуюся в курсе
системной энзимотерапии (Флогэнзим, 3 таблетки 3 раза
в день в течение 4 нед) в сочетании с препаратом интер-
лейкина-2, 200 000 —250 000 МЕ/кг через 2 сут внутри-
венно капельно в течение 4 нед. Иммунотерапию начи-

нали одновременно с лучевым лечением.

В крови и предварительно подготовленной взвеси

биоптата опухоли определяли число общих Т-лимфоци-
тов и в зависимости от кластеров дифференцировки ме-

тодом иммуноферментного анализа на проточном цито-

метре «Beckman Coulter».
Определяли следующие кластеры лимфоцитов:

• CD3+ — зрелые Т-лимфоциты («Beckman Coulter»,
№ А07746);

• CD3-I-CD4+ — Т-хелперы («Beckman Coulter»,
№ А07750);

• CD3-CD56-I-CD16-I- — натуральные киллеры
(«Beckman Coulter», № А07735);

• CD3 + CD56-l-CD16-t- — NKT -клетки («Beckman
Coulter», № А07415);

• CD3-I-CD25+ — активированные Т-лимфоциты
на ранней стадии активации («Beckman Coulter»,
№ IM3486U);

• CD95-I- — преапоптотические активированные лей-
коциты всех кластеров дифференцировки («Beckman
Coulter», № 1М1504).
По завершении АИТ (1 мес) в крови и тканях опухоли

повторно исследовали содержание иммуноцитов указан-
ных выше кластеров дифференцировки. Для решения
последней задачи проводили повторную биопсию опухо-
ли под контролем УЗИ.

При анализе клинических данных использованы па-

раметрические и непараметрические методы. Сравне-
ние количественных признаков проводили с помощью

критерия Стьюдента, для непрерывных перемен-
ных — с использованием парного критерия Стьюдента.
Ограничения применения параметрических методов
включали анализ распределения по критерию Колмого-
рова —Смирнова, а также равенства дисперсий. При не-

соблюдении критериев применимости параметрических
методов использован метод анализа значимости разли-

чий по критерию Манна —Уитни. Статистически значи-

мыми считали различия при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Основные результаты, характеризующие содержа-
ние иммунокомпетентных клеток исследованных класте-

ров дифференцировки в крови обследованных больных,
представлены в табл. 1 .

В процессе применения обоих методов лечения за-

регистрировано снижение содержания в крови общих
лимфоцитов, а также клеток всех исследованных кла-

стеров дифференцировки. Различия по абсолютному со-

держанию лимфоцитов были статистически значимыми

только в группе сравнения, в которой иммунотерапия
не проводилась. Абсолютное содержание клеток CD3 +
было статистически значимо выше в группе иммуноте-
рапии на 38,2% (р < 0,05), хотя процентные показатели

статистически значимо не различались между группами.
В несколько меньшей степени различалось абсолютное
содержание клеток CD3-I-CD4+ (27,5%; р < 0,05).

Динамика содержания клеток субпопуляций килле-

ров в исследуемых группах была разнонаправленной.
Отмечалось снижение данного показателя в группе срав-
нения и значимое повышение (на 87,5% по абсолютно-
му и на 48,1% по относительному показателям) в группе
иммунотерапии. В еще большей степени различалось
содержание клеток CD3-t-CD56 + CD16-l- (МТК-клетки).
Абсолютное содержание этих клеток в группе иммуноте-
рапии превышало таковое в группе сравнения в 2,5 раза,
а относительное — в 2 раза (р < 0,01 во всех случаях).

Выявлены статистически значимое снижение абсо-
лютного содержания и тенденция к уменьшению относи-

тельного содержания клеток CD3 + CD25 + в крови у па-

циентов группы сравнения. Напротив, в основной группе
как абсолютное, так и относительное содержание клеток

данного кластера увеличивалось, причем относительное

число указанных клеток было статистически значимо

больше, чем в группе сравнения. Отмечено также значи-

мое увеличение числа клеток СВ95 + у больных группы
сравнения на фоне лечения. В основной группе такая ди-

намика отсутствовала.
Однако содержание Т-лимфоцитов различных кла-

стеров дифференцировки в крови не отражает функ-
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Таблица 1

Особенности показателей клеточного звена иммунитета у больных РШМ III стадии в ходе лечения

Показатель

Группа сравнения Группа иммунотерапии

исходно лечение исходно лечение

Лимфоциты общие, х10 9 /л 2,26 ±0,11 1 ,53 ± 0,10 а 2,19 ± 0,13 1 ,95 ± 0,09 6

CD3+, х10 9 /л 1,75 ±0,08 1 ,02 ± 0,06 а 1,69 ±0,07 1,41 ±0,06а6

72,3 ±2,9CD3+, % 77,4 + 3,0 66,7 ± 3,4» 77,1 ±4,0

CD3+CD4+, х10 9 /л 0,97 ±0,06 0,69 ± 0,06 а 0,95 ±0,04 0,88 ± 0,05 б

CD3+CD4+, % 42,9 ±2,3 45,1 ±3,0 43,2 ±2,8 45,1 ±2,4

CD3-CD56+CD16+, х10 9 /л 0,13 + 0,01 0,08 ± 0,01 а 0,12 ± 0,01 0,15 ± 0,01 аб

CD3-CD56+CD16+, % 5,8 ±0,5 5,2 ±0,4 5,5 ±0,3 7,7 ± 0,4 аб

CD3+CD56+CD16+, х10 9 /л 0,05 ±0,01 0,04 ±0,01 0,05 ±0,01 0,10±0,01 а ' 6

CD3+CD56+CD16+, % 2,6 ±0,2 2,5 ±0,1 2,4 ±0,1 5,1 ±0,З аб

CD3+CD25+, х10 9 /л 0,17 ± 0,01 0,11 ±0,01 а 0,16 ± 0,02 0,20 ±0,01

CD3+CD25+, % 7,5 ±0,7 7,2 ±0,6 7,4 ±0,5 10,3 ± 0,5 а б

CD95+, х10 9 /л 1,29 ±0,08 1,15 ± 0,07 1,27 ± 0,1 1 1,12 ±0,06

CD95+, % 57,7 ±3,3 75,4 ± 4, З а 58,5 ±3,9 57,4 ±3, 0 6

8 Статистически значимые различия по сравнению с исходным уровнем (р < 0,05).
6 Статистически значимые различия между группами в процессе лечения (р < 0,05).

циональные способности клеток в плане формирования
противоопухолевогоответа.

Некоторые исследователи считают существенными
содержание иммунокомпетентных клеток, инфильтри-
рующих опухоль [8], и их состав. Соответствующее ис-

следование проведенонами в отношении лимфоцитов
тех же кластеров (табл. 2) .

Следует отметить, что число лимфоцитов, инфильтри-
рующих опухоль, в ходе лечения увеличивалось, однако
в разной степени в зависимости от применявшихся ме-

тодов терапии. Превышениенад исходным показателем

в группе сравнениясоставило 46,9% (р < 0,05), а в груп-

пе иммунотерапии — 163,3% (р < 0,01); различия между
группами достигали 68,3% (р < 0,05). В определеннойсте-
пени различался и состав лимфоцитов, выделенных из

биопсийного материала РШМ. По относительному числу
клеток CD3-I- и лимфоцитов CD3-fCD4-l- существен-
ных различий между группами не было, тогда как со-

держание лимфоцитов киллерных субпопуляций значи-

тельно увеличивалось только в группе иммунотерапии.
Различия с исходным уровнем по относительному числу
клеток CD3 — CD56-I-CD16-I- составили 40,8%, с группой
сравнения— 43,6% {р < 0,05 в обоих случаях). Для клеток

CD3-l-CD56-t-CD16-l- соответствующие относительные

значения составляли 43,4 и 26,6% (р < 0,05).
Таким образом, увеличение числа клеток, оказываю-

щих известный цитотоксический эффект, по сравнению
с исходным уровнембыло характернотолько для группы,
в которой применяли сочетание СИТ и АИТ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Современныеподходы к клеточной иммунотерапии
злокачественных новообразований чаще всего пред-

полагают использование полученных от больного ак-

тивированных лимфокинами киллеров (LAK-терапия),
реинфузию лимфоцитов, инфильтрирующих опухоль
(TIL -терапия) [9].

«Классические» формы TIL- и 1АК-терапии, как мы

полагаем, могут быть совмещены, что будет способ-

ствовать достижению большего эффекта. Так, стимуля-
ция иммунокомпетентных клеток in vitro позволяет ис-

ключить подавляющее влияние на них специфической
противоопухолевой терапии. Получение значительно-

го количества клеток без хирургического вмешатель-

ства возможно только из крови. Однако представляется
вполне адекватным помещение их в условия, сходные с
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Таблица 2

Сравнительная характеристика содержания иммуноцитов различных кластеров дифференцировки в тканях опухоли

Показатель

Группа сравнения Группа иммунотерапии

исходно после лечения исходно после лечения

Лимфоциты, х10 9 /л 3,2 ±0,2 4,7 ± 0,З а 3,0 ±0,2 7,9 ± 0,4 аб

CD3+, % 61,4 ±3,2 64,9 ±3,4 59,2 ±2,9 68,0 ±3,5

CD3+CD4+, % 43,5 ±2,8 48,2 ±3,0 42,1 ±2,2 50,3 ± 2, 5 а

CD3-CD56+CD16+, % 15,5± 1,1 14,9 + 0,9 15,2± 1,2 21,4 ± 1 ,7 а б

CD3+CD56+CD16+, % 1 1 ,7 ± 0,7 12,8 ± 0,9 11,3 ±0,6 16,2+ 1, 0 06

а Статистически значимые различия по сравнению с исходным уровнем (р < 0,05).
6 Статистически значимые различия между группами в процессе лечения (р < 0,05),

теми, в которых находятся клетки, инфильтрирующие
опухоль, путем добавления в среду гомогената ткани но-

вообразования. На этом фоне стимуляция дифференци-
ровки цитокинами является «последним штрихом», спо-

собствующим значительному потенцированию эффекта.
Наличие в инкубационной среде комплекса различных
иммунокомпетентных клеток крови также может спо-

собствовать повышению эффективности относительно

LAK -терапии ввиду возможности межклеточной коопе-

рации и взаимной стимуляции.
Доказательством активации клеточного противо-

опухолевого иммунитета, по нашему мнению, служит
одновременное повышение содержания цитотоксиче-

ских клеток в крови (вероятно, за счет стимуляции их

дифференцировки в результате воздействия клеточных

факторов, выработанных при инкубации in vitro), а в еще

большей степени — значимое превышение их в структу-
ре клеток, инфильтрирующих опухоль.
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A total of 37 patients with stage III cervical cancer were examined to determine specific features in contents

of blood and tumor tissue immunocompetent cells in cervical cancer patients receiving immunotherapy. The

females were divided into 2 groups depending on receiving radiotherapy or combined radio- and immunotherapy
by reinfusion of in vitro activated autolymphocytes plus recombinant interleukin-2 and Flogenzyme. Changes
in contents of some lymphocyte differentiation clusters in blood and tumor biopsies were studied during
treatment. After treatment completion the immunotherapy group demonstrated a statistically significant
increase in levels of lymphocytes and their populations in blood and tumor tissue. Increase in cytotoxic
lymphocyte levels was most marked which was suggestive of activation of antitumor immunity mechanisms.

Key words: cervical cancer, immunotherapy, cellular immunity, interleukin-2, systemic enzyme therapy.
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Цель исследования: сравнение диагностических возможностей видеоторакоскопической парастер-

нальной лимфаденэктомии и открытой биопсии лимфатических узлов в выявлении метастатического

поражения парастернального лимфоколлектора, а также частоты развития осложнений при использо-

вании указанных методик. Данные для анализа представляют собой результаты наблюдения за 884 па-

циентками с клиническим диагнозом рака молочной железы I —ПВ стадий, получавшими органосохра-

няющее лечение на базе отделения радиохирургии ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» РАМН с 1990 по

2005 г. Из 884 больных открытая биопсия парастернальных лимфатических узлов на стороне пораже-

ния выполнена у 125 женщин, видеоторакоскопическая парастернальная лимфаденэктомия — у 759.

По данным логистического регрессионного анализа шансы выявления метастазов в парастернальном

лимфоколлекторе при выполнении видеоторакоскопической парастернальной лимфаденэктомии в

2,6 раза выше, чем при открытой биопсии (р = 0,018). Частота развития осложнений биопсии составила

1,6%, видеоторакоскопической парастернальной лимфаденэктомии — 1,2% (р = 0,1). По сравнению с

биопсией видеоторакоскопическая парастернальная лимфаденэктомия является хирургическим вме-

шательством выбора, представляющим более объективную информацию о состоянии рассматриваемо-

го лимфоколлектора и характеризующимся низкой частотой развития осложнений.

Ключевые слова: рак молочной железы, видеоторакоскопия, парастернальная лимфаденэктомия.

Согласно классическим представлениям парастер-

нальные лимфатические узлы являются одним из важ-

нейших барьеров на пути оттока лимфы из ткани молоч-

ной железы, особенно из ее медиальных и центральных

отделов. К общепринятым неблагоприятным прогности-

ческим факторам метастатического поражения этого

© Уйманов В. А., Нечушкин М. И., Триголосов А. В.,
Петровский А. В., Вишневская Я. В., Зайцева А. А., 2012
УДК 618. 19-006.6-07 + 6 17.54 1 -07. 1 + 6 1 6.423-089.87

коллектора относятся упомянутая локализация первич-

ной опухоли, поражение лимфатических узлов подмы-

шечной области. Метастазы в парастернальном лимфо-
коллекторе выявляются при наружной локализации у

4 —6% пациенток без метастазов и у 22 —48% пациенток с

метастазами в лимфатических узлах подмышечной обла-

сти, а при внутренней и центральной локализациях — у

8 —20% и у 29 —65% соответственно [ 1 — 5] . Некоторые ис-

следователи относят к неблагоприятным факторам лим-

фоваскулярную опухолевую инвазию ткани молочной
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железы и степень злокачественности первичной опухо-
ли [5; 6].

Известные неинвазивные методы исследования пара-
стернальных лимфоузлов (ультразвуковое исследование,

непрямая лимфосцинтиграфия, компьютерная томогра-
фия, магнитно-резонансная томография, позитронно-
эмиссионная томография) малоинформативны ввиду
труднодоступности этой зоны и недостаточно разрабо-
танной семиотики поражения, В целом чувствительность
и специфичность современных методов диагностики не

превышают 95 и 85% соответственно. Даже комплекс

диагностических мероприятий не позволяет достичь сто-

процентной идентификации поражения загрудинных
лимфатических узлов. Кроме того, дороговизна аппара-
туры не позволяет использовать многие из этих процедур
в качестве скрининговых методов [7].

В последние годы все большее распространение при-
обретает методика биопсии «сторожевых» лимфатиче-
ских узлов в парастернальном лимфоколлекторе [8— 12].
Чувствительность, специфичность и точность биопсии
«сторожевого» лимфатического узла после лимфосцин-
тиграфии с интраоперационной локализацией гамма-

датчиком составляют 92,9, 100 и 97,4% соответственно [8].
В то же время при опухолях молочной железы Т1 частота

ложноотрицательных результатов и точность составляют

6 и 98%, в то время как при опухолях Т2 — 24 и 86% соот-

ветственно [13].
Открытая биопсия «сторожевого» парастернального

лимфатического узла дает такие осложнения, как вто-

ричный пневмоторакс, кровотечение, размозжение ре-
берного хряща, а также образование дополнительного

рубца в случае радикальной резекции молочной железы

при опухоли наружных локализаций [ 14] .

В 1996 г. Е. И. Сигал и соавт. впервые представили
видеоторакоскопическую парастернальную лимфаден-
эктомию (ВТПЛ) как результат симбиоза идеи о необхо-
димости достоверной диагностики поражения и санации

этой регионарной зоны с широким развитием и внедре-
нием эндоскопического операционного оборудования в

онкологическую практику [15].
Данная методика получила дальнейшее развитие в ус-

ловиях ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» РАМН и заре-
комендовала себя как малотравматичное вмешательство,

позволяющее удалить все парастернальные лимфатиче-
ские узлы на протяжении первых четырех межреберий и

не ухудшающее косметический результат [5]. О незначи-

тельном опыте использования этой операции сообщают
и ряд других отечественных и зарубежных исследовате-

лей [ 16 — 18].
В статье рассмотрены вопросы диагностических воз-

можностей ВТПЛ и открытой биопсии лимфатических
узлов в выявления метастатического поражения пара-
стернального лимфоколлектора, а также уровня интра-
операционных и послеоперационных осложнений при
использовании данных вмешательств.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Данные для анализа представляют собой результаты

наблюдения за 884 пациентками, получавшими органо-
сохраняющее лечение на базе отделения радиохирургии
ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» РАМН с 1990 по 2005 г.

Из 884 больных открытая биопсия парастернальных лим-

фатических узлов на стороне поражения была выполне-

на у 125, ВТПЛ — у 759.
Всем пациенткам, включенным в исследование, был

выставлен клинический диагноз рака молочной желе-

зы I—ПВ стадий (по TNM классификации злокачествен-

ных опухолей Международного противоракового союза

Vll редакции от 2009 г.) и проведено комбинированное
или комплексное органосохраняющее лечение.

Биопсию выполняли только в группе больных с вну-
тренними или пограничными с внутренними локализа-

циями первичной опухоли, что позволяло использовать

доступ из раны молочной железы и не производить допол-

нительные разрезы кожи. При этом исследовали от 1 до
5 лимфатических узлов с первого по третье межреберья,
которые наиболее пригодны для этой операции ввиду их

достаточной ширины, или даже одного из них, если су-
ществовали технические трудности для выполнения этой
процедуры (при наличии узких межреберных промежут-
ков).

Использование эндоскопической техники позволи-

ло применять ВТПЛ при любой локализации первичной
опухоли, при этом удалению подлежал моноблочный
препарат, представляющий собой парастернальные лим-

фатические узлы первого — четвертого межреберий в

фасциальном футляре вокруг сосудистого пучка.
Анализ данных проводили с использованием про-

граммы SPSS 13.0, критический уровень статистической
значимости принимали равным 0,05. Для оценки шансов

метастазирования в парастернальные лимфатические
узлы в зависимости от клинических, патологоанатоми-

ческих факторов, а также от характера хирургического
вмешательства на парастернальном коллекторе прове-
ден мультифакторный логистический регрессионный
анализ. В подгруппе прогностического фактора с предпо-
лагаемым наиболее благоприятным прогнозом, извест-

ным из литературы или предварительного сравнительно-
го анализа, шансы метастазирования в парастернальные
лимфатические узлы принимали за референсное значе-

ние (реф., т. е. единица). По отношению к нему определя-
ли шансы метастазирования в другой подгруппе данного

прогностического фактора, что и составляет отношение

шансов. Оценены отношения шансов метастазирования
между подгруппами каждого фактора с их 95% довери-
тельным интервалом (ДИ) и уровень статистической зна-

чимости (р).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В модель включены как известные, так и предполагае-

мые нами прогностические факторы:
• локализация первичной опухоли;
• количество пораженных подмышечных лимфатиче-

ских узлов. Соответственно классификации злокаче-

ственных опухолей Международного противораково-
го союза VI издания от 2002 г. мы разделили пациенток

на 3 подгруппы: без поражения, с поражением от 1 до
3 лимфатических узлов, с поражением 4 лимфатиче-
ских узлов и более;

• возраст пациенток (моложе 35 лет; 35 лет и старше) ;

• патологоанатомический критерий первичной опухо-
ли рТ;

30



Вестник РОНЦ им. Н. Н. Блохина РАМН, т. 23, №3, 2012

• сосудистая опухолевая инвазия ткани молочной же-

лезы;

• объем хирургического вмешательства на парастер-
нальных лимфатических узлах, биопсия или ВТПЛ,
Значение р для модели логистического регрессионно-

го анализа (см. таблицу) составило менее 0,001.
Результаты анализа (см. таблицу) подтверждают дан-

ные литературы о том, что статистически значимыми

факторами, влияющими на частоту метастазирования в

парастернальный лимфатический коллектор, являются

следующие.

1 . Локализация первичной опухоли в целом (р < 0,00 1 ) .

Частота метастазирования при наружной локализа-

ции — 7,5%, при внутренней — 16,0%, при локализации

на границе верхних квадрантов — 19,4%, на границе
нижних квадрантов — 22,2%, в центральных отделах —

12,1%. По сравнению с локализацией в наружных ква-

дрантах шансы метастазирования повышаются при лока-

лизации во внутренних квадрантах в 7 раз (р < 0,001), при
локализации на границе верхних квадрантов — в 3,9 раза
(р < 0,001), при локализации на границе нижних квадран-
тов — в 5,3 раза (р < 0,001). Повышение шансов метаста-

Таблица
Результаты логистического регрессионного анализа по выявлению метастазов в парастернальных лимфатических узлах в

зависимости от изучаемых прогностических факторов

Фактор

Число больных

Число
метаста-

зов, %
Реф. ош 95% ДИ РПодгруппа

всего

с мета-

стаза-

ми

Возраст, годы

>35 824 97 11,8 Реф. - - -

<35 60 9 15 - 1,2 0,5—2,7 0,756

Локализация первичной
опухоли

Статистическая значимость влияния фактора в целом <0,001

Наружная 401 30 7,5 Реф. - - -

Внутренняя 243 39 16 - 7,0 3,7—13,0 <0,001

Граница верхних ква-

дрантов
162 23 19,4 - 3,9 2,1—7,5 <0,001

Граница нижних ква-

дрантов
45 10 22,2 - 5,3 2,2—13,0 <0,001

Центр 33 4 12,1 - 2,1 0,6-7,3 0,239

Критерий рТ
Т1 513 47 9,2 Реф. - - -

Т2 371 59 15,9 - 1,4 0,9-2,2 0,152

Число подмышечных
лимфатических узлов с

метастазами

Статистическая значимость влияния фактора в целом <0,001

0 505 27 5,3 Реф. - - -

1-3 258 41 15,9 - 3,3 1,8—5,8 <0,001

>4 121 38 31,4 - 8,7 4,5—17,0 <0,001

Сосудистая опухолевая
инвазия

Нет 609 41 6,7 Реф.
- - -

Есть 275 65 31 - 2,7 1,7-4,3 <0,001

Объем операции

Биопсия 125 9 7,2 Реф. - - -

ВТПЛ 759 97 12,8 - 2,6 1,2—5,9 0,018
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зирования в 2, 1 раза при центральной локализации ста-

тистически незначимо (р = 0,239); причиной, вероятнее
всего, служит небольшое число пациенток в подгруппе
центральной локализации.

2. Число метастатически пораженных подмышечных

лимфатических узлов в целом (р < 0,001). Частота мета-

стазирования в парастернальные лимфатические узлы на

стороне пораженной молочной железы в отсутствие мета-

стазов в подмышечных лимфатических узлах составляет

5,3%, при поражении до 3 подмышечных лимфатических
узлов — 15,9%, при поражении 4 лимфатических узлов и

более — 31,4%. По сравнению с отсутствием метастазов

в подмышечном лимфоколлекторе шансы метастазиро-
вания в парастернальный лимфоколлектор повышаются

при метастатическом поражении от 1 до 3 лимфатиче-
ских узлов в 3,3 раза (р < 0,001), при метастазах в 4 лим-

фатических узлах и более — в 8,7 раза (р < 0,001).
3. Наличие опухолевой инвазии молочной железы с

увеличением шансов метастазирования по сравнению с

отсутствием опухолевой инвазии в 2,7 раза (р < 0,001).
Частота метастазирования в отсутствие инвазии — 6,7%,
при наличии инвазии — 31%.

Возраст пациенток, размер первичной опухоли стати-

стически значимо не влияли на частоту метастазирова-
ния в парастернальные лимфатические узлы.

Объем хирургического вмешательства на парастер-
нальном коллекторе явился статистически значимым

фактором (р = 0,018). Шансы выявления метастазов в па-

растернальном лимфоколлекторе при выполнении ВТПЛ
в 2,6 раза выше, чем при открытой биопсии. Разумеется,
это обусловлено качеством забора материала (полный
визуальный контроль) и большим объемом удаляемого
для исследования препарата.

Можно предположить, что диагностическая ценность

биопсии недостаточна для того, чтобы на основании ее

делать вывод об отсутствии метастазов в парастерналь-
ных лимфатических узлах. В нашем исследовании би-
опсия парастернальных узлов проводилась без исполь-

зования радионуклидной трассировки и маркировки
красителем, что, возможно, снижает и без того недо-

статочную диагностическую ценность метода. Однако
зарубежные исследователи, использующие эти вспомо-

гательные способы визуализации, также говорят о не-

достаточной эффективности биопсии парастернальных
лимфатических узлов. Эти исследователи сообщают об
особенностях радионуклидной разметки опухолей меди-

альной локализации, которая заключается в наложении

фонового излучения от первичного очага, что затрудняет
использование интраоперационного гамма-датчика в па-

растернальном коллекторе [8; 13].
Клинически значимые интраоперационные ослож-

нения биопсии отмечены у 2 (1,6%) пациенток из 125.
В одном случае для остановки кровотечения из внутрен-
ней грудной артерии потребовалась резекция ребра
для ее выделения и лигирования, в другом для ликвида-

ции пневмоторакса в результате интраоперационного
дефекта плевры установлен дренаж плевральной по-

лости в течение 4 сут послеоперационного периода.
Послеоперационные осложнения не отмечены.

Общая частота развития осложнений ВТПЛ состави-

ла 1,2% (у 9 пациенток из 759), интраоперационные ос-

ложнения возникли в 0,4% случаев (у 3 из 759), послео-

перационные — в 0,8% (у 6 из 759). Интраоперационные
осложнения представляли собой микротравму восходя-

щего отдела аорты, травму легкого, кровотечение из вну-
тренних грудных сосудов. В первом случае выполнены

экстренная торакотомия и ушивание травматического
отверстия аорты. Во втором случае произведена эндоско-

пическая краевая резекция участка легкого с помощью

ушивающего аппарата EndoGIA -ЗО. Кровотечение из

внутренних грудных сосудов удалось остановить эндо-

скопическими инструментами путем наложения клипс

проксимальнее места рассечения.
Послеоперационные осложнения представлены 2

случаями пневмонии. Разница между частотой интрао-
перационных осложнений обеих методик статистически

незначима (р = 0,1; двухсторонний точный критерий
Фишера).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

ВТПЛ — хирургическое вмешательство выбора,
предоставляющее более объективную информацию о

состоянии рассматриваемого лимфоколлектора по срав-
нению с биопсией и характеризующееся низкой часто-

той развития интра- и послеоперационных осложнений.
Немаловажным аспектом, демонстрирующим несомнен-

ное преимущество ВТПЛ, является полное удаление
парастернального коллектора, что несет санирующую
функцию, обеспечивая надлежащий радикализм опера-
ции. При обнаружении метастазов в парастернальной
зоне эта методика сравнима по своей значимости с под-

мышечной лимфаденэктомией, однако анализ лечебной
составляющей ВТПЛ выходит за рамки данной публика-
ции.

Эта высокотехнологичная малоинвазивная методика

как нельзя лучше соответствует тактике лечения рака

молочной железы ранних стадий — «от максимально

возможного к минимально необходимому», позволяя при
минимальном риске получить максимум пользы.
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The purpose of this study was to compare diagnostic capacity of videothoracoscopic parasternal
lemphadenectomy and open lymph node biopsy in detection of parasternal lymph node involvement and

frequency of complications after use of these approaches. The study was performed on a population of

884 women with stage I— IIB breast cancer receiving conservation treatment at the Radiosurgery Department,
N. N. BlokhinRCRC, RAMS, during 1990 through 2005. Openbiopsyofparasternallymph nodes on theaffected

side was made in 1 25 and videothoracoscopic parasternal lymphadenectomy was made in 759 of the 884 patients.
By logistic regression analysis, videothoracoscopic parasternal lymphadenectomy provides a 2.5-fold higher
chance to detect parasternal lymph node metastases as compared to open biopsy (p = 0.018). Complications
were reported in 1.6% of cases following open biopsy versus 1.2% after videothoracoscopic parasternal
lymphadenectomy (p = 0.1). As compared to biopsy, videothoracoscopic parasternal lymphadenectomy
is a surgical intervention of choice ensuring more objective information on the status of the lymph nodes in

question and associated with a lower frequency of complications.
Key words: breast cancer, videothoracoscopy, parasternal lymphadenectomy.
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