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Перечень условных сокращений

ААК
ароматические аминокислоты

АЛТ
аланинаминотрансфераза (КФ 2.6.1.2)

АРУЦ
аминокислоты с разветвленной углеводородной цепью

АСТ
аспартатаминотрансфераза (КФ 2.6.1.1)

АКГ 
аутокоагулограмма

БГЛ
большие гранулосодержащие лимфоциты

ЕК-клетки
естественные киллерные клетки

РМЖ
рак молочной железы

РМП
рак мочевого пузыря

РПЖ
рак предстательной железы

ТИЛ
туморинфильтрирующие лимфоциты

ТУР
трансуретральная резекция

ФМ
флуоресцентная микроскопия

ЦИК
циркулирующие иммунные комплексы

ЦТК
цикл трикарбоновых кислот

ЩФ
щелочная фосфатаза

(-ABA
(-аминомасляная кислота

(-Аlа
(-аланин

2-OG
2-оксоглутаровая кислота

2-OGD
2-оксоглутаратдегидрогеназа (КФ.1.2.4.2)

Ala
L-аланин

AP
кислая фосфатаза

Asn
L-аспарагин

Asp
L-аспарагиновая кислота, аспартат

CA 
цистеиновая кислота 

Ctn 
цистатионин

Ctr 
цитруллин 

Cys
L-цистин

EA
этаноламин

G6P
глюкозо-6-фосфат

G6PDH
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа

G6PS
глюкозо-6-фосфатаза

GDH
глутаматдегидрогеназа (КФ 1.4.1.2)

Gln
L-глутамин

Glu
L-глутаминовая кислота, глутамат

Gly
глицин

His
L-гистидин

HK
гексокиназа

IDH
изоцитратдегидрогеназа (КФ 1.1.1.42)

Ile
L-изолейцин

LA
лактат (молочная кислота)

LDH
лактатдегидрогеназа

Leu
L-лейцин

Lys
L-лизин


m – митохондриальная форма, с – цитоплазматическая форма

MDH
малатдегидрогеназа (КФ 1.1.1.37)

Met
L-метионин

NAD+/NADH
никотинамидадениндинуклеотид окисленный/восстанов​лен​ный

NADP+/NADPH
никотинамидадениндинуклеотидфосфат окисленный/восста​нов​лен​ный

Orn
L-орнитин

PA
пируват (пировиноградная кислота)

PDH
пируватдегидрогеназа (КФ.1.2.2.2.)

PEA
фосфоэтаноламин

Phe
L-фенилаланин

PK 
пируваткиназа

Pro
L-пролин

PSA
простатспецифический антиген

SDH
сукцинатдегидрогеназа

Ser
L-серин

Tau
таурин

Thr
L-треонин

Tyr
L-тирозин

Val


L-валин

Введение


Постоянная тенденция роста злокачественных новообразований за последние десятилетия является одной из самых актуальных проблем онкологии и здравоохранения во всех высокоразвитых странах, а убытки, причиняемые в этой связи обществу, трудно переоценить [119,120163,192,393]. Особенно актуальны эпидемиологические аспекты рака для Беларуси, где рост онкопатологии обусловлен Чернобыльским фактором (комбинированное воздействие внешнего и внутреннего облучения в сочетании с неблагоприятными экологическим и социально–экономическими условиями) [192]. Рост числа больных онкологической патологией определяет и высокую смертность, основными причинами которой является поздняя первичная диагностика опухолей, отсутствие стройной, общепринятой и доказанной теории патогенеза опухолевой болезни и механизма действия промоторных факторов возникновения и развития рецидивов и метастазирования и, следовательно, концепции адекватной специфической противоопухолевой и метаболической терапии рака [13,30,49,110,123,161,293].


В фундаментальных исследованиях злокачественного роста не решены главные задачи: отсутствие ранних, адекватных и высокочувствительных методов диагностики рака в начальных стадиях или в случаях возникновения его рецидивов и метастазов; недостаточная изученность взаимоотношений между биохимическими сдвигами в организме опухоленосителя и самой опухоли; не расшифрованы механизмы инициации и поддержания первичной опухолью нарушений гомеостаза и дистантных метаболических сдвигов на межклеточном и межтканевом уровнях; не разработаны подходы к целенаправленной коррекции метаболических нарушений в организме опухоленосителя и реверсии обменных процессов в самой опухоли, ведущие к ее гибели, лекарственными препаратами и, в частности, веществами природного происхождения (эубиотиками) [100,111,150,200].


Специфической особенностью течения опухолевой болезни является ситуация, когда метаболические нарушения при этом сами становятся механизмом, усугубляющим патологию, и возникающая ситуация порочного круга может быть успешно устранена лишь сочетанным ограничением распространения самого злокачественного процесса и одновременной коррекцией патогенетически важных метаболических нарушений. Знание и понимание последних — одна из основных предпосылок к успеху в лечении злокачественных новообразований и профилактике их рецидивов и метастазов [49,94,110,123, 184,261,288,293].


Поэтому поиск новых способов, а также оптимизация существующих схем лечения злокачественных новообразований противоопухолевыми препаратами, сочетающих в себе эффекты специфического и метаболического действия является перспективным научным направлением в онкологии [111,184,261,412].


За последние десятилетия в экспериментальных исследованиях и клиническими наблюдениях получен огромный фактический материал, анализ которого позволил определить отдельные звенья патогенеза опухолевой болезни. В результате этого сформированы новые подходы в лечении злокачественных новообразований [30,100,161]. Установлено, что в патогенезе злокачественных новообразований наряду с молекулярно-генетическими механизмами, существенную роль играют метаболические факторы [15,110,261,288,291,293,323,397]. 


Одной из наиболее важных фундаментальных задач исследования патогенеза опухолевой болезни является как поиск ранних биохимических критериев заболевания, так и выяснение механизмов метаболических изменений в опухоли и метаболического дисбаланса в организме опухоленосителя. Показано, что последний формируется в результате нарушений в обменных процессах (углеводный, белковый, энергетический), индуцированных первичной опухолью [32,123,219,258,288,293,296,323,361,384,388,397,460].


Наш особый интерес к изучению метаболических процессов, в первую очередь — закономерностей формирования фонда свободных аминокислот и их дериватов, определяющих течение опухолевого роста, обусловлен тем, что процессы формирования фонда свободных аминокислот в биологических жидкостях и тканях являются интегральной характеристикой метаболического баланса. Злокачественный рост сопровождается значительными нарушениями метаболизма аминокислот и формирования их внутриклеточного фонда[30-33,39,41], от нормализации которых зависит эффективность специфического лечения, что подтверждено эффективностью применения аминокислот с целью направленной метаболической коррекции [27,29,39,40]. Показано, что снижение активности специфических ферментов обмена аминокислот в злокачественных новообразованиях является причиной использования последними эндогенного фонда аминокислот хозяина в качестве пластического материала, что приводит к возникновению отрицательного азотистого баланса. Одновременно формирующийся на этом фоне аминокислотный дисбаланс усугубляется изменениями активности реакций протеолиза и транспорта аминокислот [29,36,42-45]. 


В последние годы доказано, что аминокислоты или их производные являются эндогенными регуляторами активности процессов пролиферации и дифференцировки злокачественных клеток, а антиметаболиты этих соединений способны индуцировать репрограммирование “дефектных” клеток и апоптоз [29,40,41,46]. Поэтому различия в концентрациях этих соединений в крови, окружающей опухоль неизменённой ткани и в самой опухоли, а также в органах, определяющих направленность важнейших реакций промежуточного обмена (печень), специфичны для обоснования применения биологически активных природных регуляторов направленного действия в качестве эффективных лекарственных препаратов для терапии онкозаболеваний [99,144,219,296,412].


Подавляющая часть фундаментальных исследований, послуживших в дальнейшем основой для практических разработок и внедрения новых методов профилактики и лечения рака, была получена в экспериментах на культурах опухолевых клеток и животных – опухоленосителях. Весьма серьезным доводом в пользу правомерности изучения в опытах на животных биологических закономерностей патогенеза злокачественного роста, является тождественность обнаруживаемых у них биохимических нарушений тем, которые регистрируются у человека (особенности влияния опухоли на основополагающие реакции обмена белков, углеводов, липидов и связанные с ними процессы энергообразования) [190,293].


Одним из наиболее перспективных подходов к лечению злокачественных опухолей является основанный на активации естественных защитных механизмов организма-опухоленосителя, получивший название биотерапия [102,161,255,405]. Успехи биотерапии дают основание рассматривать ее как четвертый способ воздействия на опухоль, наряду с хирургическим, лучевым и химиотерапевтическим [405].


В основе биотерапии лежит клиническое использование модификаторов биологических реакций (BRM) - веществ, способных изменять реакции организма-носителя на опухоль с терапевтическим эффектом [161,226,406,440]. Это воздействие может быть реализовано через активацию противоопухолевого иммунитета, усиление прямого противоопухолевого ответа путем модификации злокачественных клеток или их антигенов, снижение трансформации и/или усиление дифференцировки опухолевых клеток, а также повышение толерантности нормальных тканей организма к цитотоксическому действию противоопухолевой терапии [30,147,161,255]. Возможны модификации и других биологических аспектов взаимоотношений организма-опухоленосителя и опухоли.


Наиболее перспективно использование в качестве BRM агентов природного происхождения, их синтетических аналогов или дериватов в качестве эффекторов или модификаторов иммунного ответа организма на опухоль [111,147,161,226,309]. Однако поиск новых соединений из группы модификаторов биологических реакций, способных оказывать канцеростатический или канцерицидный эффект и повышать эффективность иммунотерапии, т.е. оказывать “двойное” действие при лечении онкологических заболеваний, не вызывает сомнений. В этом плане новая и многообещающая область исследований развилась из биохимической фитотерапии, показавшей, что растительные алкалоиды, а также их полусинтетические дериваты (фитофармацевтики) являются эффективными цитостатиками и иммуномодуляторами в экспериментальных моделях на животных и у пациентов со злокачественными новообразованиями [136,141,142,150,213].


Одним из растений, лечебные свойства которого известны с глубокой древности и широко используются в народной медицине, является чистотел большой — Chelidonium Majus L. — многолетнее травянистое растение из семейства маковых (Papaveraceae), для которого украинским исследователем Я.Новицким разработан метод экстракции основных алкалоидов (хелидонин, протопин, стилопин, аллокриптопин, берберин, хелеритрин, сангвинарин и др.) и соединения их с триазиридидом тиофосфорной кислоты (ТиоТЭФ, тиофосфамид). В результате был получен противоопухолевый препарат, получивший коммерческое название Ukrain [374]. 

В Ярославе Новицком впечатляют неимоверное и постоянное желание нового знания, огромный объём памяти, эрудиция и способность практически свободно ориентироваться в вопросах, не только связанных с его базовым образованием, но и в смежных проблемах внедрения Ukrain и разработки направления альтернативной, нетоксической терапии злокачественных новообразований, уверенность в правильности своих убеждений. Конкретные результаты его дела, связанные с эффективным применением Ukrain для спасения человеческих жизней хорошо документированы, описаны и на сегодняшний день не вызывают сомнений. Это уже более 2 500 спасённых больных. Если просто сложить количество лет продлённых препаратом Ukrain человеческих жизней, получиться астрономическая цифра, не требующая дополнительных обоснований и доказательств.

Неоценимую и безвозмездную помощь оказал Я.Новиций более 200 онкологическим больным — белорусам Гродненщины, 35 из которых получили от него в качестве бесценного подарка жизнь, некоторым удалось её продлить, остановив болезнь. Много сделано Я.Новицким и для Института биохимии Национальной академии наук Беларуси в обновлении приборной базы, обеспечении дорогостоящими реагентами, развитии фундаментальных исследований в области экспериментальной и клинической онкологии, их международном признании.


Однако, широкое использование данного препарата в клинической практике лимитируется рядом обстоятельств и должно быть связано с разрешением комплекса проблем. 


Во-первых, недостаточны знания о механизме действия препарата на опухолевый рост: выявленное на сегодняшний день угнетение синтеза РНК, ДНК и белка уменьшение потребления кислорода в раковых клетках [201,235,312,355], по-видимому, не единственный и не пусковой механизм канцерицидного действия Ukrain. Детализация механизма действия Ukrain на опухоль наиболее полно может быть выяснена в экспериментальных исследованиях, в частности, при условии скрининга по широкому спектру метаболических реакций, контролирующих основные звенья обмена веществ, в том числе — особенности и вероятные механизмы аминокислотного дисбаланса и возможности его коррекции Ukrain.


Во-вторых, требуют уточнения показания к назначению Ukrain онкологическим больным как с позиций режима (доза, частота введения, продолжительность лечения), так и тропности препарата к различным видам злокачественных новообразований и с учётом его фармакокинетических параметров.


В-третьих, учитывая данные о наличии у препарата не только канцерицидного, но и иммуномодулирующего действия, требуется проведение комплексного иммунологического обследования больных раком различных локализаций на этапах лечения с последующей оценкой влияния препарата на иммунный статус пациентов.


В-четвёртых, в имеющейся на сегодняшний день литературе по Ukrain представлен широкий разброс мнений и предложений по использованию препарата в клинике. Поэтому на основании комплексных исследований необходима разработка обоснованной схемы комбинированного и/или комплексного лечения больных солидными злокачественными новообразованиями с включением препарата Ukrain.


Поэтому цель нашей работы: расшифровать основные механизмы реализации биологической активности полусинтетического производного алкалоидов Chelidonium majus L. и тиофосфамида – препарата Ukrain — при злокачественных новообразованиях и разработать на этой основе подходы к его эффективному клиническому применению. 


Для реализации поставленной цели нами были определены задачи, решение которых изложено в книге:

1. Оценить эффективность полусинтетического производного алкалоидов чистотела и тиофосфамида (Ukrain) по базовым критериям специфической противоопухолевой активности в эксперименте.

2. Исследовать фармакокинетику препарата в зависимости от наличия опухоли, особенности взаимодействия препарата с нормальной и опухолевой тканью, влияние препарата на метаболические процессы, регламентирующие опухолевый рост и выявить вероятные механизмы реализации противоопухолевого действия препарата Ukrain в эксперименте.

3. Определить закономерности формирования фонда аминокислот и их производных в плазме крови, нормальной и опухолевой тканях при различных локализациях рака и на различных этапах консервативного и хирургического лечения больных злокачественными новообразованиями с применением Ukrain. 

4. Дать развёрнутую клинико-лабораторную характеристику состояния гомеостаза и охарактеризовать иммунный статус у онкологических больных на разных этапах лечения с применением Ukrain и изучить возможности его коррекции исследуемым препаратом.

5. На основе применения методов многомерного статистического анализа определить информативность исследуемых параметров для диагностики и эффективности лечения Ukrain больных солидными злокачественными новообразованиями.

6. На основе комплексных морфологических исследований изучить особенности лекарственного онкоморфоза, индуцированного Ukrain, в опухолях молочной железы и мочевого пузыря. 

7. Оценить эффективность клинического применения Ukrain в комбинированном лечении злокачественных опухолей молочной железы, мочевого пузыря и предстательной железы. Разработать оптимальную схему противоопухолевой терапии с включением препарата на основе алкалоидов чистотела, определить терапевтические возможности ее применения у онкологических больных.

Результаты экспериментальных исследований и клинических наблюдений, представленные в книге, получены в тесном сотрудничестве коллективов кафедры онкологии Гродненского государственного медицинского университета, лаборатории аминокислот и их производных Института биохимии Национальной академии наук Беларуси, Центра природной медицины (Варшава, РП) и Украинского противоракового института (Вена, Австрия).

Даль​ней​шее ос​мыс​ле​ние получен​ных ре​зуль​та​тов и раз​ви​тие исследо​ва​ний в этом направлении требу​ют широкого об​су​ж​де​ния. Поэтому мы надеемся, что специалисты – онкологи биохимики не удержатся от конструктивных критических замечаний и будем искренне признательны за такой подход к публикуемому материалу. 

ГЛАВА 1. Биологическая активность и опыт клинического применения препарата Ukrain


Задачами онкологической фармакологии на современном этапе являются создание принципиально новых терапевтических агентов, которые могут не только вызывать гибель опухолевых клеток, но и осуществлять фармакологическую реверсию фенотипа раковой клетки, ингибировать опухолевый ангиогенез, снимать резистентность злокачественных клеток к онколитикам, воздействовать на процесс метастазирования [15,146,161,170,187,190].


Участниками Первой Всемирной Противораковой Конференции (Париж, 3-4 февраля 2000) предложено считать, что основным принципом создания новых противоопухолевых агентов является селективность их действия, что обеспечит минимальное поражение здоровых тканей и органов больного [30,120].


Поиск новых противоопухолевых препаратов – сложный и длительный процесс. В различных лабораториях мира тестировано на противоопухолевую активность около 700 000 веществ, а в практической онкологии в настоящее время используется около 50 цитостатиков [161]

1.1. Применение модификаторов биологических реакций в онкологии. Chelidonium majus L.: краткая характеристика алкалоидов.


Одним из перспективных направлений в онкологии является клиническое использование модификаторов биологических реакций (BRM) - веществ, способных изменять биологические реакции организма-носителя с терапевтическим эффектом на опухоль [100,161,226,342,404,405,406,440]. 


Это воздействие может быть реализовано через активацию противоопухолевого иммунитета, усиление прямого противоопухолевого ответа путем модификации злокачественных клеток или их антигенов, снижение трансформации и/или усиление дифференцировки опухолевых клеток, а также повышение толерантности нормальных тканей организма к цитотоксическому действию противоопухолевой терапии [30,147,161,255].


Возможны модификации и других биологических аспектов взаимоотношений организма-носителя и опухоли. Наиболее перспективно использование BRM в виде агентов природного происхождения, их синтетических дериватов или аналогов в качестве эффекторов или модификаторов иммунного ответа организма на опухоль [100,147,161,226,309,326,405].


Несмотря на привлекательность вышеизложенной идеи, возможности иммунологического воздействия на опухолевый процесс остаются пока еще скромными, поскольку работы в этой области сложны, а терапевтический потенциал ряда существующих BRM не может быть реализован из-за нежелательных побочных эффектов при использовании их в концентрациях, необходимых для максимальной биологической противоопухолевой активности [226,307,342,459]. Однако поиск новых соединений из группы модификаторов биологических реакций, способных повысить эффективность иммунотерапии при лечении онкологических заболеваний, не вызывает сомнений.


В этом плане новая и многообещающая область исследований развилась из биохимической фитотерапии, показавшей, что растительные алкалоиды, а также их полусинтетические дериваты (фитофармацевтики) являются эффективными иммуномодуляторами в экспериментальных моделях на животных и у пациентов со злокачественными новообразованиями [136,141-143,150,213,271].


Одним из таких растений, лечебные свойства которого известны с глубокой древности и широко использовались в народной медицине, является чистотел большой – Chelidonium majus L.–многолетнее травянистое растение из семейства маковых (Papaveraceae). Растение широко распространено в Европе, Азии, завезено в Северную Америку, представляет собой траву до 1 м в высоту. Все его элементы содержат большое количество млечного сока, который на воздухе постепенно окрашивается в оранжево-красный цвет. Запах свежего растения специфический, отталкивающий, вкус очень горький и острый.


Еще древние греки подметили, что это растение появляется с прилетом ласточек и увядает с их отлетом. Они назвали его Chelidonium – «ласточкина трава» (Chelidon – ласточка). Эта трава имеет также множество народных названий: чистотел, желтомолочник, бородавочник, гладишник, чистая трава, чистоплот, чистяк, волосник, печеночник, оксамент, бородавник, молочай, куриная слепота, красномолочник, желтушник, гладушник и множество других местных названий [43,139,142,167].


Листья чистотела содержат около 0,25-0,4%, корни – 0,5-0,8% алкалоидов. В наивысшей концентрации содержатся алкалоиды изохинолиновой группы [409]. Последние в соответствии с химической структурой делятся на 4 группы [142]:


Производные бензофенантридина – хелеритрин, D- и L-хелидонин, хелилютин, хелирубин, (-гомохелидонин, метоксихелидонин, оксихелидонин, оксисангвинарин, сангвинарин.


Производные протопина – (-аллокриптопин, протопин, (-аллокриптопин.


Производные берберина – коптизин, берберин, D- и L-стилопин.


Производные хинолизидина – D-спартеин, L-спартеин, DL-спартеин..


В растении в наибольшем количестве содержатся такие алкалоиды, как хелидонин (39-58%), протопин (18-22%), стилопин (12-18%), аллокриптопин (4-9%), берберин (5%), хелеритрин (3%), гомохелидонин (2%).


Кроме алкалоидов, в растении содержатся кислоты (хелидоновая, 1-пиродикарбоновая и оксихелидониновая, никотиновая), жирные и эфирные масла, ферменты (липаза, протеаза и пероксидаза) , тирамин, холин, метиламин, гистамин, сапонины, флавоноиды, витамин С, нонэйкозанол, каротиноиды, микроэлементы [45,139,142,166,409]. Вероятно, в изученных разносторонних биологических эффектах чистотела имеют значение как синергизм, так и потенцирование действия многочисленных его органических и минеральных компонентов.


Чистотел большой впервые был описан в так называемом «папирусе Эберса» около 1550 г. до н.э. Это было первое упоминание его лечебного применения. В первой печатной книге по лечению травами, опубликованной в 1536 г., чистотел описан на немецком языке, растение уже тогда предлагалось для лечения различных заболеваний, и, в частности, как средство против раковых опухолей [252].


В народной медицине траву, корни и свежий сок чистотела применяют при болезнях печени и желчного пузыря, вяло заживающих ранах и язвах, лечении мозолей, бородавок, экземы, чесотки, начальных форм красной волчанки, стоматите, новообразованиях [5,43,84,111,139,142,172,321].


Наиболее полная информация по итогам и перспективам использования чистотела в медицине содержится в монографии К. Даниэля и Д. Шмальтца [252], ставшей к настоящему времени библиографической редкостью, и в руководстве А.И. Потопальского [142].


Трава чистотела была включена в Российскую Фармакопею I – Ш изданий, но интерес к ней значительно возрос после сообщения в 1896 г. земского врача из г. Брянска Н.Н.Денисенко об успешном применении сгущенного водного экстракта травы чистотела в лечении злокачественных новообразований [54]. В специальной литературе того времени были опубликованы многочисленные результаты успешного лечения чистотелом таких новообразований, как рак тела матки, влагалища, молочной железы и, в особенности, рака кожи [цит. по А.И. Потопальскому; 142]. Массовое применение экстракта чистотела в конце XIX в. привело к интенсивному изучению его химического состава и фармакологических свойств [33]. Однако, в дальнейшем, на протяжении 50 лет изучение чистотела почти не проводилось, чему в немалой степени способствовало заключение виднейшего фармаколога Н.П. Кравкова [81] об отсутствии у чистотела какого-либо специфического противоопухолевого действия.


В последние десятилетия вновь возобновился интерес к изучению лечебных свойств чистотела и заслуга в этом принадлежит ученым Украины. Трава чистотела, как лечебное средство, была включена в Государственную Фармакопею СССР ХI издания [48].


По современным данным, чистотел обладает многосторонней фармакологической активностью, однако основными его свойствами являются спазмолитическое, желчегонное, бактерицидное, болеутоляющее и противоопухолевое, седативное и гипотензивное действие [139,142,162]. Галеновые и неогаленовые препараты из чистотела находят широкое применение в медицине при лечении болезней печени и желчевыводящих путей, заболеваниях желудочно-кишечного тракта, бронхов и легких, при болезнях кожи, особенно туберкулезной волчанке и псориазе, в акушерстве и гинекологии, в офтальмологии и стоматологии [44,50,52,71,75,94,121,142,172,182].


Трава чистотела является эффективным средством для лечения ряда доброкачественных и злокачественных опухолей.


Полипы и полипоз толстой кишки. В лечении данной патологии посредством лекарственных клизм из свежей травы чистотела наибольший опыт накопил коллектив хирургической клиники Куйбышевского мединститута, возглавляемый А.М. Аминевым. Сотрудниками клиники в эксперименте и у больных прослежены макро- и микроскопические изменения, происходящие в полипах под влиянием чистотела, разработана методика, обоснованы показания и противопоказания к его применению. Результаты этих исследований обобщены в диссертациях С.М. Мордовина [104] и Н.Т. Елисеева [57]. В частности, автором последней показано, что лечение чистотелом полипов толстой кишки у 93,4% больных вызывает объективный эффект, а у 51,5% - выздоровление при отсутствии токсических и других осложнений.


Папилломатоз мочевого пузыря. Исследованиями А.М. Аминева совместно с урологами разработана методика применения консервированного этиловым спиртом сока чистотела для данной патологии и у 7 из 11 больных отмечен хороший и удовлетворительный результат [6].


Папилломатоз гортани и кожи, бородавки. Лечение вышеназванных форм патологии путем смазывания концентрированным раствором сока чистотела показало его высокую клиническую эффективность [цит. по А.И. Потопальскому; 142].


Злокачественные новообразования. Трава чистотела в виде аптечных препаратов впервые при злокачественных опухолях была применена Н.Н. Денисенко [54]. В окончательном варианте его методика состояла в приеме внутрь сгущенного водного экстракта чистотела с одновременным смазыванием и подкожным обкалыванием опухолей (рак кожи, губы). Проведенный А.И. Потопальским [142] анализ отечественных и зарубежных публикаций конца XIX в. по лечению онкологических заболеваний препаратами чистотела свидетельствует о довольно высокой их клинической эффективности. Однако учеными из «общества русских врачей» были полностью дискредитированы методы лечения чистотелом [18], а Н.Н. Денисенко подвергся грубым нападкам [142].


Только в 60-х годах были проведены обстоятельные экспериментальные исследования, показавшие значительное торможение роста различных штаммов опухолей под влиянием сгущенного водного экстракта чистотела и избирательность его накопления в опухолях [12]. В эти же годы в Украине, Германии, Японии проведены исследования, показавшие наличие противоопухолевой активности как у суммы, так и у отдельных алкалоидов чистотела [12,75,142].


Биологическая активность чистотела определяется в основном его алкалоидами. Среди них наиболее изученными являются хелидонин, берберин и сангвинарин [142].


Установлено, что хелидонин, гомохелидонин и метоксихелидонин являются митотическими ядами, что, считается, обусловлено наличием в их молекуле стильбаминной группировки, но экспериментальные данные о противоопухолевой активности этого алкалоида противоречивы [142].


По фармакологической активности хелидонин подобен морфину, действует без стадии возбуждения с последующим параличом центральной нервной системы. Работами многих исследователей показано антимикробное действие хелидонина. В лечебной практике Польши таблетированная форма солей хелидонина применяется в качестве спазмолитика при бронхиальной астме и заболеваниях желудка. Как фунгицидное средство алкалоиды чистотела в виде мази «Хелифунгин» применяются в дерматологии.


Берберин относится к наиболее распространенным в природе алкалоидам, имеет умеренно выраженную токсичность, смерть при отравлениях наступает от угнетения центральной нервной системы. Берберин имеет также обезболивающие свойства, усиливает сократительную способность матки, кишечника, вызывает снижение артериального давления и оказывает желчегонное действие. Указанные выше свойства алкалоида послужили основанием для применения его в клинике при заболеваниях печени и желчевыводящих путей в виде фармакопейного желчегонного препарата «Холелитин» и при язвенной болезни 12-перстной кишки [142]. Показано, что берберин обладает противоопухолевой активностью, в основе которой лежит угнетение ферментов дыхательной цепи, и антимикробным действием [142]. Сульфат берберина специфически окрашивает ДНК, что используется в люминесцентной микроскопии.


Сангвинарин. По фармакологическим свойствам алкалоид проявляет слабое наркотическое действие, подобно стрихнину, вызывает возбуждение центральной нервной системы, а в больших дозах приводит к ее параличу, усиливает перистальтику кишечника и слюноотделение, обладает антимикробным и фунгицидным действием [142]. На основе сангвинарина созданы лекарственные препараты. Так, препарат «Хеливаг» (Польша) применяется для лечения трихомонадных кольпитов. В качестве антимикробного средства наружного применения в СССР был зарегистрирован препарат «Сангвиритин» [142].


На основе данных о тропизме алкалоидов чистотела к опухолевой ткани, А.И. Потопальским методом алкилирования тиофосфамидом (агент группы этиленимина) третичного азота суммы алкалоидов изохинолинового ряда чистотела был синтезирован препарат нового класса алкалоидэтилениминов, получивший название амитозин, а затем им же были получены продукты алкилироавания тиофосфамидом отдельных алкалоидов чистотела – хелидонин-тиофосфамид, берберин-тиофосфамид и сангвинарин-тиофосфамид [141-143]. Препарат амитозин вначале представлял собой продукт алкилирования неочищенной суммы алкалоидов. В экспериментальных исследованиях было показано [141,142], что в механизме противоопухолевого действия амитозина при незначительной токсичности отчетливо проявляется антимитотическое действие, свойственное и ранее доказанное для алкалоидов чистотела и угнетение синтеза РНК и ДНК в опухолевых клетках, присущее алкилирующим препаратам. Люминесцентным методом и по содержанию этилеиминных групп доказан тропизм амитозина к опухолевой ткани, а в опытах in vitro и in vivo показана его антимикробная и антивирусная активность [142]. По результатам этих исследований препарат был рекомендован к клиническим испытаниям, проведенным в ряде онкологических учреждений Украины в 1966-67 г.г. Было установлено, что амитозин не токсичен, эффективен при опухолях мочевого пузыря и простаты, ЛОР-онкопатологии, однако отмечалось раздражающее действие препарата при парентеральном введении, что побудило очистить его от балластных веществ и на Львовском химико-фармацевтическом заводе была разработана новая технология производства амитозина уже с очищенной суммой алкалоидов [141,142]. Модифицированная форма препарата, как показали специальные исследования, сохранила все показанные ранее фармакологические эффекты для суммы неочищенных алкалоидов чистотела [141,142]. В 1998 г. амитозин зарегистрирован в Украине и разрешен к клиническому применению в качестве противоопухолевого препарата.


Учитывая многовековой опыт народных целителей и уже известные фармакологические исследования, доктор Я.В.Новицкий (Австрия) поставил перед собой исходную задачу: используя цитостатические свойства алкалоидов из чистотела, изготовить лекарственную форму с низкой токсичностью для организма и избирательным воздействием на раковые клетки. 


В 80-е годы им была разработана оригинальная форма тиофосфамидного производного алкалоидов чистотела (Европейский патент №: 0083600: WO 83/00486 25.11.87) [130]. Основным отличием ее является селективное выделение третичных и четвертичных производных алкалоидов и тиофосфамида: экстракция третичных производных осуществляется водно-спиртовой смесью, в то время как четвертичные экстрагируются водой. В то время как тиофосфорные производные алкалоидов в форме свободных оснований (тиофосфорной кислоты ди-(этиленимидо)-берберинол-этиламид, тиофосфорной кислоты три-(N-сангвинаринол)-этиламид, амид-производные тиофосфорной кислоты и алкалоидов из чистотела большого, получаемые конденсацией изохинолиновой системы) трудно растворимы в воде, соли этих производных значительно лучше растворимы в воде или водных растворах с относительно невысокой концентрацией органических растворителей. Желаемая растворимость в воде была успешно достигнута, без потери цитостатического эффекта действующих веществ или появления нежелательного побочного эффекта, вследствие того, что превращение солей алкалоидов проводили в растворителе или смеси растворителей при повышенной температуре, или вначале проводили реакцию взаимодействия алкалоидов-оснований с амидом тиофосфорной кислоты, после чего продукт реакции переводили в соль. Выполняли взаимодействие реакционных продуктов в смеси органического растворителя и раствора кислоты, причем, после образования соли, последнюю выделяли при встряхивании с добавлением воды или проводя экстракцию кислотами в водном растворе.


Так как использование воды в качестве растворителя, особенно для приготовления инъекционных растворов, всегда предпочтительнее, чем применение органических растворителей для этой цели, полученный продукт легко переводился в фармацевтическую, годную к употреблению форму, допускающую возможность инъекционного применения.


На первом этапе Я.В.Новицким был разработан способ экстракции суммы алкалоидов из растения, основанный на растворимости свободных оснований в липофильных (эфире, хлороформе), а их солей – в гидрофильных растворителях (вода, этанол).


В результате достаточно сложного технологического процесса были получены гидрохлориды алкалоидов, в виде желто-красного кристаллического порошка, представляющего собой субстанцию для производства лекарственного средства. По данным Я.В.Новицкого [375] содержание алкалоидов в полученном им грубом экстракте составило табл.1.1):

Таблица 1.1. 

Состав суммы алкалоидов Chelidonium majus L. [41]

	Алкалоид
	Количество (%)

	Хелидонин
	49

	Протопин
	13

	Стилопин
	12

	Аллокриптопин
	9

	Берберин
	3,2

	Коптизин
	2,5

	Сангвинарин
	2,4

	Хелеритрин
	2,3

	Гомохелидонин
	2,1

	Остаток
	<1



Таким образом, очевидно, что в сумме экстрагированных алкалоидов хелидонин составляет половину.


Второй компонент для производства препарата – триазиридин тиофосфорной кислоты; N, N’, N’’ – триэтилентиофосфорамид (тиофосфамид, ТиоТЭФ). Выбор именно этого препарата автор обосновывал использованием содержащегося в нем фосфора для энергетического обмена и повышения сродства к злокачественным клеткам [372,374]. На основе анализа стерической структуры автор использовал триазирид тиофосфорной кислоты и в качестве возможного акцептора третичных радикалов алкалоидов чистотела, что одновременно привело к снижению токсичности тиофосфамида.


Смешанные в определенных пропорциях сумма алкалоидов чистотела и тиофосфамид подвергаются ряду химико-физических превращений (О-арилалкилирования алкалоидов и тиофосфамида) с образованием лекарственного препарата – полусинтетического производного алкалоидов Chelidonium majus L. – конъюгатов тиофосфорной кислоты. В таком виде препарат был синтезирован в 1975 г. и получил коммерческое название Ukrain [130,278].


Элементный анализ показал, что доля тиофосфамида в молекуле препарата не превышает 14 моль%. Количественно Ukrain состоит из 2 основных компонентов (80% и 10% массы), оставшиеся 10% – это остаток нативных алкалоидов [375].


Из-за недостаточной стабильности алкалоидов при оральном применении, автором разработана внутримышечная и внутривенная лекарственные формы тиофосфорных производных алкалоидов чистотела. Молекулярная масса препарата, исходя из его постулируемой формулы, 1470. Точка плавления 222-223°С [375].


Ukrain представляет собой (Трис (2-{[5в - (5вa, 6в, 12вa)] - 5в, 6, 7, 12в, 13, 14 - гексагидро - 13 - метил [1, 3] бензодиоксоло [4, 5 - i] фенантридин - 6-ол] - этанаминил} фосфинсульфид 6 HCl)


Суммарная формула CnHmNxOy 6 HCl


Химическая формула:

[image: image1.png]




В техническом университете (Вена, Австрия) выполнены специальные исследования по определению стабильности препарата. Установлено, что срок годности для Ukrain при хранении в условиях комнатной температуры составляет 5 лет.


В настоящее время препарат изготавливается промышленным путем фирмой Vetter Pharma-FertiqUkraing (Ravensburg, Germany). Выпуск Ukrain производится в соответствии с Патентом Австрии № 354644 (Европейский патент № 008360, 1987 г.) [130]. Ukrain зарегистрирован в ряде стран СНГ как противоопухолевой и иммуномодулирующий препарат и разрешен к медицинскому применению.


В медицинской практике препарат используется в виде стерильного раствора (1 мг/мл) в ампулах по 5 мл. Инъекционный раствор – прозрачная светло-желтая жидкость со слабым запахом свежесрезанной травы чистотела и горьким вкусом.

1.2. Фармакологическая характеристика полусинтетического производного алкалоидов чистотела и тиофосфамида – препарата Ukrain

Полученный автором препарат после химического контроля подвергся многочисленным фармакологическим исследованиям. При исследовании острой токсичности было установлено, что LD50 для Ukrain при внутрибрюшинном введении мышам составила 190 мг/кг, крысам - 280 мг/кг, а при пероральном введении - 460 и более 1000 мг/кг соответственно [217]. LD50 для Ukrain при внутривенном введении крысам равнялась 318 мг/кг [433], тогда как для нативной фракции алкалоидов из чистотела LD50 составила 140 мг/кг [375]. Ukrain в токсической дозе обладает центральным, а возможно, и периферическим нейротоксическим эффектом [319]. Животные погибали от расстройства дыхания, выраженного гипотонического шока вследствие резкой вазодилятации и в исходе – остановки сердца в диастоле [433]. При гистологическом исследовании внутренних органов погибших животных наблюдались полнокровие печени, мозга, почек и легких с резко выраженным расширением капилляров и появлением зон периваскулярного отека; в костном мозге – усиленный эритро- и миелопоэз [375,433].


МПД (максимально переносимая доза) для Ukrain после внутривенного введения белым крысам и кроликам составила соответственно 3,5 и 0,35 мг/кг, т.е. крысы в 10 раз устойчивее кроликов к препарату. По мнению авторов, Ukrain в клинических условиях должен назначаться пациентам с гипертонией под контролем артериального давления, хотя терапевтическая доза препарата в 1000 раз меньше токсической. При экстраполяции данных по МПД у кроликов на человека разовая доля для последнего составляет около 30 мг [375,387].


Подострая токсичность исследовалась при ежедневном введении Ukrain мышам и крысам в течение 3 недель в дозах, эквивалентных 0,1 LD50 и 0,05 LD50. Выявлено, что препарат не проявлял токсичности, снижал в обеих исследованных дозах двигательную активность у мышей, а в промежутке между первой и третьей неделями у крыс наблюдалась легкая, самостоятельно проходящая диарея [375].

Оценка хронической токсичности Ukrain проводилась при ежедневном внутрибрюшинном введении препарата в дозах 0,1 и 0,05 LD50 в течение 3 и 6 месяцев [427,449]. Установлено, что препарат хорошо переносится без проявлений интоксикации, а также изменения массы тела и двигательной координации животных [426]. Исследование внутренних органов (мозг, сердце, желудок, печень, почки) животных показало, что хроническое введение Ukrain не влияло на их относительную и абсолютную массу [106,417]. Было выявлено только достоверное возрастание (в 3 раза) массы селезенки у крыс, сопровождающееся, по данным гистологического исследования, скоплением гранулоцитоподобных и тромбоцитоподобных клеток в белой пульпе органа. При гистологическом исследовании других органов различий между контролем и опытом не выявлено [106,417,426].


Ukrain не проявляет тенденции к накоплению в организме животных, а кумулятивная средне-летальная доза для препарата (CLD50) от соответствующих уровней LD50 составила 86,1±0% для мышей и 88,3±2,4% для крыс [217,375].


Исследованиями по Ames доказано, что Ukrain не обладает карциногенными свойствами, не оказывает мутагенного и генотоксического действия [223,279,371,375].


Ukrain при подкожном введении не индуцировал продукцию антител, ответственных за анафилактическую сенсибилизацию у экспериментальных животных, что подтверждает отсутствие у препарата сенсибилизирующих свойств [467,468].


Известно, что антинеоплаcтические агенты часто являются эмбриотоксичным для млекопитающих [368]. Как показано в экспериментах на животных, Ukrain не вызывает тератогенных эффектов и не проявляет эмбриотоксичности [223,277,279,439].


Изучены некоторые органные и системные эффекты Ukrain. Так, препарат в дозах, эквивалентных 0,1 и 0,05 LD50, вызывал при однократном введении подавление спонтанной локомоторной активности, гипотермию и потенцировал действие гипнотических средств [445]. Центральное действие препарата включает активацию дофаминергической и ингибирование серотонинергической систем [217]. Длительное введение Ukrain оказывало угнетающее действие на центральную нервную систему [426], отмечено также очевидное антиноцицептивное действие [207,314,315,318,363,364], и в то же время препарат не обладал защитным действием при электрошоке и фенилентетразол-индуцированных судорогах [271]. Опытами с ингибиторами NO-синтазы было установлено, что эндогенный оксид азота может модулировать антиноцицептивный эффект Ukrain [364]. Последний, как после однократного, так и длительного введения Ukrain, полностью снимался налтрексоном [317].


Изучено влияние Ukrain на развитие остеопороза у крыс после удаления яичников [265-268]. Установлено, что введение препарата в дозе 0,1 LD50 через день на протяжении 6 месяцев ликвидирует явления остеопороза, индуцированного овариэктомией [262,316]. Полученные данные могут иметь, вероятно, важное значение для клиники.


Гормональный профиль при длительном введении Ukrain (3-6 месяцев) был исследован на кроликах [418,419]. У здоровых крыс и мышей препарат вызывал снижение уровня сывороточного эстрадиола [263]. Уровень пролактина в сыворотке крови при однократной дозе 28 мг/кг снижался только у самок; длительное (3 мес.) введение различных доз препарата, наоборот, вызывало повышение концентрации пролактина и также только у самок [263]. У овариоэктомированных крыс применение Ukrain в течение 6 месяцев ведет к увеличению в плазме крови концентраций пролактина и прогестерона и снижению – кортикостерона и альдостерона [267]. Было продемонстрировано, что после ежедневного введения Ukrain в дозе 1,5 мг/кг в/в в течение 6 недель у кроликов повышалось содержание эстрадиола в сыворотке, только у самцов было зарегистрировано повышение уровня тестостерона при назначении препарата в дозе 0,3 мг/кг, а также прогестерона – в дозах 0,3-3,0 мг/кг [418]. В аналогичных условиях было обнаружено, что Ukrain повышает уровень тироксина и, в меньшей степени – трииодтиронина, что, по мнению авторов, может вносить вклад в иммуномодулирующее действие препарата [419].


В экспериментах на различных видах животных и в клинике изучалось влияние Ukrain на гематологические и ряд биохимических параметров крови. Так, в хронических опытах на животных, получавших препарат, при анализе гемограмм не выявлено изменений в содержании эритроцитов, гемоглобина и гематокрита, количество сегментоядерных нейтрофилов и тромбоцитов снижалось, а лейкоцитов и лимфоцитов – повышалось, или не менялось [378,417]. Эти изменения были более выражены у самок, чем у самцов, и у мышей, чем у крыс [266,270]. Установлено, что Ukrain in vivo дозозависимо стимулирует моноцитоз до 450% и ретикулоцитоз на 70-260%, что позволяет рассматривать его как фактор активации эритропоэтической системы [371,378]. В то же время показано, что при дозе препарата 300 мг/кг развивалась гипохромная анемия [378]. Об увеличении содержания моноцитов в периферической крови сообщали Nowicky J.W. и соавт. [431].


При применении Ukrain в клинике выявлено увеличение количества лимфоцитов, снижение СОЭ, снижение содержания холестерина, мочевины, повышение – натрия, нормализация других электролитных нарушений [244,401]. Некоторые авторы не нашли изменений как гематологических, так и ряда биохимических параметров крови [266,278,401,443].


При введении Ukrain животным в течение 3 месяцев заметных сдвигов в активности трансаминаз (АЛТ, АСТ) в плазме крови не обнаружено, за исключением повышения активности АЛТ у мышей, получавших Ukrain в дозе 19 мг/кг (0,1 LD50) [264]. У овариоэктомированных крыс препарат оказывал нормализующее влияние на содержание АлАТ и АСТ, повышенное после удаления яичников [266].


Ukrain хорошо всасывается при различных способах введения, проникает через гематоэнцефалический барьер [217], а выведение препарата осуществляется почками в неизмененном виде [223,375,394]. Анализ ряда биофизических параметров плазмы крови пациентов, получавших Ukrain, показал, что препарат является достаточно устойчивым соединением к различным воздействиям и в крови находится в стабильном неизменном виде [240,333].


Определены кинетические параметры Ukrain в плазме крыс после внутрибрюшинного введения в дозе 28 мг/кг: константа элиминации (К) = 0,0113 мин-1, константа скорости всасывания Ка = 0,0432 мин-1, время полувыведения препарата (t1/2) = 61,32 мин, реальная концентрация препарата в плазме (С) составляла 33е-0,0113t – 39е-0,0432t ((г/мл), латентный период всасывания препарата (То) – 5,23 мин [375,394]. Фармакокинетические исследования метаболитов Ukrain после однократного внутривенного введения 150 мг/кг препарата на открытой двухкамерной модели показали максимальное накопление его алкилирующих агентов в плазме через 3, а в тканях–через 12-24 часов после иньекции, период полувыведения для плазмы крови составил 20-28 часов [331].


Таким образом, существующие данные по фармакологическим исследованиям касаются высоких доз препарата и имеют большой разброс индивидуальных значений показателей.

1.3. Механизмы реализации противоопухолевых эффектов Ukrain

По данным литературы, главным биологическим свойством Ukrain является его противоопухолевая активность, которая реализуется по двум механизмам: непосредственному (прямому) и опосредованному (непрямому) [374,375,379]. Имеющиеся на сегодняшний день данные литературы позволяют представить следующий механизм прямого антинеопластического (цитолитического) действия Ukrain.


В исследованиях in vitro и in vivo установлено, что Ukrain селективно захватывается злокачественными, но не нормальными клетками [223,342,354,375,414,446] и в отношении последних не обладает токсическим действием даже в концентрациях в 100 раз превышающих летальные концентрации для всех до сих пор тестированных раковых клеток [223,342,356,373,375,415], что, видимо, связано с различной скоростью захвата препарата. Избирательный захват Ukrain был изучен по его способности флуоресцировать в ультрафиолетовых лучах желто-зеленым цветом [223,254,372,374]. Частота возбуждения флуоресценции лежит в диапазоне 220-490 нм. Такой широкий спектральный диапазон обусловлен наличием в препарате большой группы различных производных алкалоидов [354]. Чувствительность метода чрезвычайно высока: флуоресценция определяется уже при содержании препарата 0,000007 мг/мл или 0,0000003 мг/мм2 площади пластины для ТСХ.


Свойство флуоресценции препарата сохраняется в живом организме [223,354,372]. После местных или внутривенных инъекций отмечается накопление препарата в самой опухоли и на границе опухоли и здоровой ткани, которое детектируется методом флуоресценции. В большинстве случаев это происходит уже спустя несколько минут после инъекции. Период детектируемости этого феномена варьирует от нескольких минут до 19 дней. Положительная реакция на лечение Ukrain и феномен флуоресценции совпадают, а на всех экспериментальных опухолях животных показано, что безуспешное лечение всегда сопровождается отсутствием флуоресценции [223,354,372]. У онкологических больных после парентерального введения Ukrain быстро накапливается в зоне опухоли и ее метастазов, что легко демонстрируется под УФ-лучами и повышает возможность диагностики метастазов [223,354,369,370,372,375]. Методом лазерной флуоресцентной микроскопии показано, что Ukrain быстро накапливается в ядерных структурах злокачественных, но не нормальных клеток [223,354,371-373,414,421].


Феномен флуоресценции наводит на мысль о различии в характеристиках связывания и/или накопления Ukrain в здоровых тканях и опухоли, что, возможно, повлияло бы на динамику содержания препарата в биологических жидкостях и скорость его элиминации при наличии опухоли, т.е. у опухоленосителей константы фармакокинетики могут быть иными, чем у здоровых субъектов. Однако, такое различие может быть обнаружено только при условии, что емкость систем специфического связывания препарата в опухоли не превышается на один или несколько порядков введенной дозой. Следовательно, представляет интерес такое исследование фармакокинетики Ukrain, в котором, во-первых, использовалась бы возможно меньшая доза, а во-вторых, параметры фармакокинетики должны оцениваться как у интактных животных, так и у опухоленосителей, в пределах одного эксперимента.


Считается, что цитолитическое и цитостатическое действие Ukrain связано с его накоплением в ядрах раковых клеток и ингибированием РНК и ДНК-зависимого биосинтеза белка [224,278,312,319,342,355,370,371,375]. Было изучено влияние Ukrain на концентрацию РНК, ДНК и синтез белка с использованием меченых тимидина, уридина и лейцина на культуре клеток лимфомы, лейкемии Р-388, карциномы Эрлиха, мастоцитомы, глиобластомы и гепатоцитах. Установлено, что добавление препарата уменьшало содержание РНК, ДНК и белка во всех культурах клеток, за исключением глиобластомы. В нормальных клетках указанные параметры, даже при концентрации Ukrain в 100 раз большей, не изменялись [201,312]. Антипролиферативная активность Ukrain носит фазовоспецифический характер и максимально реализуется в фазах G1 и G2 деления клеток [452].


Под действием Ukrain доказано избирательное нарушение потребления О2 злокачественными, но не нормальными клетками: in vitro Ukrain вначале повышал потребление О2 нормальными и злокачественными клетками, а затем потребление О2 нормальными клетками уже через 15 мин нормализовалось, тогда как у злокачественных оно необратимо снижалось до нуля [223,235,246,370,372,374,375]. Было установлено, что Ukrain (1 мг/кг) улучшает доставку кислорода к мышечной ткани и замедляет деструктивное воздействие злокачественного процесса (меланомы B-16) на биоэнергетику печени у мышей [206,313,435,469]. В этом эксперименте авторами было продемонстрирована способность препарата достоверно угнетать как рост первичной опухоли, так и метастазирование в легкие.


С точки зрения онколога идеальный противоопухолевый терапевтический агент должен избирательно ингибировать рост злокачественных клеток и не вызывать экспрессию генов устойчивости к большинству лекарственных препаратов. Цитотоксическое действие противоопухолевых агентов неразрывно связано с понятием апоптоза – избирательной программированной клеточной смертью, которая является важнейшей проблемой онкологии. Апоптоз – физиологический активный процесс клеточной гибели, контролируемый генетическими механизмами и в основе которого лежат изменения проницаемости и разрушение клеточных мембран, конденсация и фрагментация ядерной ДНК. Мембранные повреждения наблюдаются в процессе цитолиза опухоли Т-клетками или под воздействием химиотерапии, низкой температуры, аноксии, в период нормального эмбрионального развития. Фрагментация ДНК сопровождается активацией специфической эндонуклеазы. Оценка современных противоопухолевых агентов в первую очередь рассматривается с позиций возможности индукции и степени выраженности апоптоза злокачественных клеток [179,310,341].


Исследования in vitro относительно устойчивой к цитостатическому и цитотоксическому действию Ukrain (NSC-631570:NCI) культуры клеток человеческой лейкемии К-562 и СЕМ показали, что препарат индуцирует селективный бимодальный апоптоз у 90% клеток [251,306,338,385]. Выявлено, что в малых дозах Ukrain вызывает первую, классическую по морфологическим критериям, программу апоптоза, в основе которой лежит только деструкция клеточных мембран. При больших дозах препарата наблюдается вторая программа: происходит интенсивная полиплоидия и фрагментация ДНК [338,462]. Обе эти программы независимы, разделены между собой промежуточным «тихим» периодом и реализуются в период покоя клетки (G1 и G2) [310,341]. Показано, что Ukrain, вводимый внутривенно мышам линии CBA (0,5 мг/мышь) с перевитой лимфосаркомой LS значительно повышает в асцитической жидкости и опухолевых клетках активность индуктора фактора некроза опухолей и апоптоза — аспарагиновой протеазы катепсина D [311], in vitro ингибирует рост клеток рака простаты линии LNCaP и индуцирует в них процесс апоптоза: через 24 часа от воздействия препарата в концентрациях 3,5–17,5мг/кг количество клеток в G2/M-фазах дозозависимо увеличивается [394,407]. Ukrain in vitro индуцировал апоптоз носителей копий гена человеческого рекомбинантного эритропоэтина, инкорпорированного в клетки яичника китайских хомячков (линии CHO-k38 и CHO-k38/12) [306,444].

В многочисленных опытах in vitro, in vivo и клинических исследованиях было доказано, что кроме прямой токсичности исключительно по отношению к злокачественным клеткам, Ukrain присущ эффект «опосредованной цитотоксичности» в системах эффектор-мишень, указывающий на то, что препарат является эффективным модификатором биологического ответа [340,378].


Модулируемая цитотоксичность, индуцируемая Ukrain, выявлена, в частности, к клеточным элементам иммунной системы вне зависимости их контакта со злокачественными клеточными популяциями. Так, Ukrain дозозависимо и специфично активировал in vitro цитолитическую активность клеток селезенки иммунодефицитных мышей С57BL/c путем прямой активации в них в 48 раз литических механизмов (с 1,35% до 65%) [226,337,339,340,369,375]. Ukrain модифицировал также лимфоциты животных и человека in vitro [223,337,340,372,374,420]. Тем не менее, защитный эффект Ukrain в отношении мышей-опухоленосителей с гепатомой HA-1 не был связан с прямым влиянием на цистеиновые протеиназы [434], но повышал уровень одного из известных их ингибиторов – цистатиона С в клетках гепатомы НА-1 и лимфосаркомы LS [251].

Предполагается, что цитолитический эффект Ukrain в отношении опухолевых клеток, являющийся результатом стимуляции макрофагов, является наиболее вероятным механизмом его противоопухолевого действия, так как Ukrain повышал индекс проникновения макрофагов в асцитическую жидкость [353], а эксперименты с перитонеальной вытяжкой макрофагов, инкубированной с Ukrain, продемонстрировали противоопухолевую активацию этих иммунокомпетентных клеток с 7 до 25% [226,275,337,369]. 


Sotomayor E.M. и соавт. [275] провели исследования по оценке действия Ukrain на популяцию макрофагов у нормальных и опухоленесущих мышей. Объектом исследования избраны макрофаги потому, что они являются важными неспецифическими эффекторными клетками с противоопухолевой активностью [308]. Для этой цели была избрана опухоль молочной железы DI-DМВА-3 ВаСв/с мышей, у которых ранее были выявлены глубокие изменения ряда параметров иммунной системы, и, в частности, резкое угнетение цитолитической функции макрофагов к опухолевым клеткам [347,365]. Как показали исследования, Ukrain индуцирует активацию естественных тумороцидных функций макрофагов у опухоленесущих мышей, что, по мнению авторов, позволяет рассматривать препарат как надрегулятор иммунной системы [275,340]. В то же время, способ введения препарата является критическим для его эффективности: Ukrain вызывал регрессию злокачественной опухоли у мышей только при внутривенном, но не подкожном или внутрибрюшинном введениях [226,340].


Изучение действия Ukrain на микрокультуры макрофагов выявило повышение продукции последними интерлейкина-1 [305], интерлейкина-2, увеличение экскреции неоптерина [223] и образования фактора некроза опухоли [275] посредством повышения активности его индуктора – аспарагиновой протеазы катепсина D [311], хотя препарат и не влиял на активность биохимического маркера стимуляции макрофагов хитотриозидазы, заингибированной  на фоне роста лимфосаркомы LS у опухоленосителей (CBA мыши и крысы линии Wistar) [242]. Однако, Thakur M.L. и соавт. [281] считают, что тумороцидное действие Ukrain реализуется посредством увеличения в опухоли фактора некроза, индуцирующего первичную активацию макрофагов и киллерную активность клеток. 


По мнению Liepinis A. и соавт. [226,339], цитолитическое действие Ukrain реализуется через прямую активацию литических механизмов в иммунных эффекторных клетках, что является специфичным для BRM.


Система экспериментального отбора и оценки противоопухолевой активности потенциальных лекарственных средств в настоящее время базируется на стратегии, предложенной NCI (США) и основана на панели из 60 стационарных культур основных видов опухолей человека [228]. В ОНЦ РАМН используется двухступенчатая система отбора: 1) прескрининг in vitro с использованием 5 культур опухолевых клеток человека; 2) скрининг in vivo не менее чем на трех перевиваемых опухолях животных [170,190].


Как противоопухолевый препарат, Ukrain оценивался в Национальном институте рака (NCI) США по его программе оценки лекарственных препаратов [228]. В программе скрининга потенциальных противоопухолевых препаратов в качестве критериев их антитуморозного потенциала используются 3 параметра:

GL50 – концентрация препарата, которая вызывает 50% ингибирование роста клеток;

TGI – полное ингибирование роста;

LG50 – летальная концентрация препарата, вызывающая 50% уменьшение клеточной биомассы.


Установлено, что все клеточные линии, представляющие 8 основных типов злокачественных опухолей человека, были чувствительны к Ukrain. Так, препарат в концентрации 10-5,5М вызывает 50% ингибирование роста клеток (GL50), в концентрации 10-4,8М вызывает полное ингибирование роста (TGI), а при значениях 10-4,17М – 50% клеточный лизис (LG50) [342,380,447]. По данным авторов, максимальный эффект препарата наблюдается по отношению к таким опухолям, как мелкоклеточный рак легкого, меланома, рак толстой кишки, яичников и почки [342]. Сравнительный компьютерный анализ показал, что максимальный эффект Ukrain наблюдался при концентрации его 4,4 (М [380]. Рост и жизнеспособность нормальных эндотелиальных клеток, фибробластов и периферических лейкоцитов человека при этом не изменялись даже при концентрации Ukrain 10-4М, то есть той концентрации, когда наступает 100% ингибирование роста всех 60 тестированных линий злокачественных клеток [342,447].


Клиническим испытаниям Ukrain предшествовали экспериментальные исследования его эффективности на популяциях клеток основных злокачественных новообразований человека, а также в отношении опухолей у животных.


Исследованиями в клинике MAYO (США) была продемонстрирована цитотоксичность Ukrain для эстрогензависимых клеток карциномы молочной железы человека, клеток мелкоклеточного рака легкого DМС 114, в NCI – клеток меланомы А 375, А 101D, SK-MEL-5, SK-MEL-28, LOX IMVI, MALME-3M, M-14, M-19-MEL, UACC-257, UACC-62 [371,376,463].


Данные лаборатории биологических исследований (Япония) также свидетельствуют о цитотоксической активности Ukrain по отношению к таким клеточным линиям, как HeLa, COLD 205, WIDR, КВ, А 549 [224,371].


Цитостатический и цитолитический эффект Ukrain показан и для человеческих опухолевых ксенотрансплантатов–CXF 1103/3, GXF 217/7, LXFL 529/14, MAXF 401/3, MEXF 276/10 и OVXF 899/9 [371,377], в том числе меланомы–MEXF 276/10PO19GH [376].

 
Продемонстрирована противоопухолевая активность препарата у собак и кошек с остеосаркомой, выражающаяся в значительной регрессии опухоли, ее инкапсуляции при видимой флуоресценции в месте злокачественного роста через 5-15 мин. после введения препарата [371,374,375]. Отмечена регрессия сингенетической аденокарциномы молочной железы у BALB/c мышей при внутривенном, но не подкожном или внутрибрюшинном, введении Ukrain [371]. Более выраженная регрессия опухоли (более 55% ее массы) показана при внутриопухолевых инъекциях препарата грызунам [371]; в опытах использованы мыши С57BL с ретикулоклеточной саркомой M 5076. Авторы предполагают, что грызуны не имеют достаточных способностей к транспорту Ukrain в зону опухоли и поэтому введение препарата непосредственно в опухоль является более эффективным [371,374]. Морфометрический и кинетический анализ роста экспериментальной саркомы-45 у крыс после ежедневного введения Ukrain в дозе 30 мг/кг показал высокую степень угнетения роста опухоли [257].


In vitro цитотоксический синергический эффект Ukrain и протопорфириновых соединений увеличивался в 2 раза. Эффективным было также сочетанное применение препарата и фотодинамической терапии [436,437].


В онкологии известны препараты, противоопухолевый эффект которых реализуется по нескольким различным механизмам. Так, в клинике широко применяется препарат эстрацит (эстрамуцин-фосфат), обладающий алкилирующим и эстрогенным действием [27]; в стадии изучения находятся другие препараты из группы гормоноцитостатиков. 


В качестве примера бинарной терапии, сочетающей 2 механизма для получения терапевтического эффекта, в то время как каждый из них в отдельности не проявляет значительного действия, можно упомянуть фотодинамическую терапию [436,437], сочетающую применение химических фотосенсибилизаторов с местным лазерным облучением (создан препарат фотосенс) для генерации активных форм кислорода. К бинарной терапии можно отнести также совместное использование липосом и цитостатика [170].


Ukrain также отличается тем, что помимо прямой противоопухолевой активности ему присущ и опосредованный (непрямой) механизм воздействия на опухоль – иммуномодулирующий эффект [379]. Это позволяет отнести Uкrain к препаратам бимодального действия, действие которого, помимо противоопухолевого, включает в себя влияние на иммунный статус организма. Отличие терапии с применением Ukrain от упоминавшейся выше бинарной терапии заключается в том, что клинически значимое сочетание двух эффектов вызывается одним и тем же соединением, а не применением двух различных агентов, каждый из которых вызывает свой эффект и сумма этих эффектов является клинически значимой. 

1.4. Иммунологические эффекты Ukrain, полученные в эксперименте и клинике


Злокачественные новообразования занимают особое место в развитии вторичных иммунодефицитных состояний [37,47,69,72,100,126,140,147]. В связи с решением задач, выдвигаемых онкологией, в последние годы резко вырос интерес к иммуностимулирующей терапии. Однако, теоретическая и экспериментальная базы иммунотерапии злокачественных опухолей разработаны еще недостаточно, а методы воздействия на иммунный статус больных неспецифичны и не всегда позволяют добиваться целенаправленных изменений иммунологических показателей [30,88]. Известно, что посредством существующей системы противоопухолевой защиты организм может элиминировать сравнительно небольшое количество опухолевых клеток, тогда как клинически выявляемые солидные опухоли практически недоступны эффективному воздействию иммунных механизмов. Поэтому очевидно, что наибольшая эффективность иммунотерапии регистрируется в начальных стадиях рака или после циторедуцирующих методов воздействия на опухоль. Несомненно, что существующие на сегодняшний день методы лечения злокачественных новообразований не позволяют уничтожить все опухолевые клетки в организме больного. Можно предположить, что такую задачу может осуществить сам организм посредством спонтанного и/или индуцированного включения иммунных механизмов защиты. 


Общеизвестно, что все компоненты иммунной системы, как и любой другой признак организма, генетически детерминированы. Но экспрессия их генов зависит от конкретного на данное время антигенного окружения организма, которое формирует уровень функционирования всех звеньев иммунной системы. Антигены, в их числе и опухолевые, служат, таким образом, пусковым механизмом кооперированного многокомпонентного ответа клеточной, гуморальной и неспецифической систем иммунитета, биологический смысл которого состоит в защите организма от генетически чужеродной информации, в том числе и опухолевых клеток. В последующем иммунный ответ может развиваться относительно независимо от влияния антигена и манифестироваться цитокинами, от которых в значительной степени зависит активация, пролиферация и дифференциация иммунокомпетентных клеток и формирование противоопухолевого иммунитета [37,177].


Все существующие иммунотропные препараты подразделяются на иммуносупрессоры, иммуностимуляторы и иммуномодуляторы (вещества, оказывающие разнонаправленное действие на иммунную систему в зависимости от ее исходного состояния) [177]. Хаитов и соавт.(1995) [178] иммунотерапию разделяют на экстраиммунную и собственно иммунотерапию. Экстраиммунная терапия, с точки зрения онколога – это прежде всего снижение антигенной нагрузки на организм и устранение причин вторичного иммунодефицита путем удаления опухоли, а также применения комплекса неспецифических средств (витамины, адаптогены, микроэлементы и др.), направленных на улучшение общего состояния организма. Для проведения собственно иммунотерапии в последние годы в онкологии усиленно изучаются как потенциальные иммунотропные вещества различные группы лекарственных средств, а также оценивается эффективность уже зарекомендовавших себя препаратов [2,39,58,76,161].


Из разрешенных к применению в России иммунотропных средств Хаитов Р.М. и Пинегин Б.В. (1996) [177] только левамизол и диуцифон считают показанными к назначению в онкологии при комбинированном лечении солидных опухолей. В западных странах и Японии этот список значительно шире и представлен препаратами микробного происхождения (пицибанил, крестин, лентинан), препаратами тимуса (тимостимулин, тим-увокал, тимомодулин), химически чистыми препаратами (поли AU, левамизол) [177]. Одним из наиболее частых показаний к применению указанных препаратов являются именно злокачественные новообразования. 


Механизм реализации иммуномодулирующего действия Ukrain до настоящего времени во многом неясен. О воздействии Ukrain на иммунную систему имеется большое количество публикаций [212,280,304,354,356,369,396,400,443,454]. Такое сочетание механизмов действия может быть с успехом использовано при наиболее широком спектре онкологических заболеваний, в отличие от гормоноцитостатиков, применение которых ограничено гормонозависимыми опухолями.


Многочисленные клинические и экспериментальные исследования свидетельствуют о стимулирующем действии Ukrain на иммунитет, и, прежде всего его клеточного компонента. Препарат увеличивает количество общих лимфоцитов [223,354] и розеткообразующих Т-лимфоцитов, Т-хелперов, ЕК-клеток, , снижает уровень Т-супрессоров, нормализует соотношение Т-хелперов к Т-супрессорам [244,248,278,280,351,378,401,443,455], увеличивает количество и функциональную активность БГЛ [62,173], уменьшает или не изменяет количество В-клеток [272,351,443,455]. Изучение динамики естественных киллерных клеток у больных раком яичника и толстой кишки до и после курса Ukrain показало их пятикратное увеличение [379].


В исследованиях in vitro Ukrain на фенотип лимфоцитов здоровых доноров показано увеличение относительного содержания Т-хелперов на 32-58%, снижение Т-супрессоров на 26-83% и повышение соотношения Т-хелперы/Т-супрессоры в 75% случаев, что свидетельствует об иммуностимулирующем эффекте в отношении субпопуляций Т-лимфоцитов [371,420,421].


Исследовались также митогенные эффекты известного митогена фитогемагглютинина (ФГА) и Ukrain. Установлено, что Ukrain является высокоактивным Т-митогеном и оказывает выраженный синергетический эффект на митогенез, вызванный ФГА. Митогенный эффект Ukrain коррелирует с индуцированными им клиническими изменениями и увеличением содержания Т-лимфоцитов в крови [320].


По мнению большинства исследователей, показатели гуморального звена иммунитета воздействию Ukrain не подвержены [244,253,280,305,354,396].


Отмечено положительное влияние Ukrain на показатели неспецифической системы иммунитета как in vitro, так и у онкологических больных: повышение фагоцитарной активности гранулоцитов, фагоцитарного индекса [173,223,248,272,354,401,431,470]. При добавлении в кровь 20 пациентов раком легкого и перитонитом раствора Ukrain число фагоцитирующих моноцитов увеличилось в 2 раза [425].


Под воздействием Ukrain концентрации белков острой фазы воспаления (С3, С4, С-реактивный протеин, (-1-антитрипсин, (-2-макроглобулин), церулоплазмина, гаптоглобина, трансферрина, (-1-гликопротеина, иммунных комплексов не менялись [278,354,396] или отмечалось снижение уровня ЦИК [173,470].

1.5. Опыт клинического применения препарата Ukrain в онкологии. Сравнительная характеристика способов и схем его применения при лечении опухолей различных локализаций


Клиническим испытаниям Ukrain посвящено достаточно большое количество публикаций [132,223,244,272,278,370,374,395,396,461].


Первая фаза клинических исследований проведена у 39 здоровых добровольцев [253,305,396]. Независимо от дозы (от 5 до 50 мг на инъекцию) и длительности применения (от 10 суток до 3 лет), никаких значимых изменений в субъективном состоянии пациентов, физиологических (температура тела, артериальное давление, пульс, ЭКГ), клинико-лабораторных показателях (общего анализа крови, мочи, активность ферментов, уровни иммуноглобулинов, электролитов, микроэлементов, белка и его фракций) не выявлено. Препарат хорошо переносился, местной реакции, аллергизации, аверсивных или токсических реакций не выявлено. В случаях исходного сниженного артериального давления отмечена легкая сонливость, наблюдались единичные случаи повышения температуры тела. Существенных изменений в иммунограммах здоровых испытуемых также не выявлено [305,371,378].


Вторая фаза клинических испытаний Ukrain проведена у 103 больных с различными локализациями опухолей в терминальной стадии заболевания [210,244,278,345,351, 354,374,395,401]. Определялось влияние различных доз препарата (от 2,5 до 25 мг на инъекцию) и продолжительность курса лечения (от 10 до 90 дней) на организм и состояние опухоли. Интервалы между курсами были от 7 дней до 3 месяцев. Мужчин было 40, женщин – 63. Средний возраст пациентов составил 54 года. Локализация злокачественных опухолей была самой различной (молочная железа, желудок, толстая кишка, легкое, яичники, мочевой пузырь, почка, меланома, холангиокарцинома, саркомы и др.). Во всех случаях диагноз был гистологически верифицирован. Препарат назначался или совместно с полихимиотерапией или после нее, или проводилась монотерапия Ukrain. Сроки наблюдений – от 2 до 5 лет.


При применении Ukrain не было ни одного случая ухудшения исходного статуса пациентов. Препарат хорошо переносился, не вызывал токсических и аллергических реакций. Продемонстрировано улучшение качества жизни и соматического состояния больных, нормализовался сон, аппетит. Отмечено анальгетическое действие препарата. Большинство пациентов отмечали во время курса лечения болезненность в области опухоли, ощущение жара, тепла, местное и общее повышение температуры, полиурию. У многих больных, по данным инструментального обследования (ультрасонография, рентгенография, эндоскопия и др.), отмечались объективная регрессия опухоли и/или ее метастазов, что вело к ремиссии или стагнации заболевания. Так, по данным ряда авторов наблюдался отчетливый клинический эффект у 50% больных холангиокарциномой, 66% со злокачественными новообразованиями головы и шеи, у 44,4% больных мелкоклеточным и немелкоклеточным раком легкого и у 32% больных колоректальным раком. Клиническое улучшение коррелировало с изменениями клеточного иммунитета, снижением опухолевых маркеров в крови, которое закономерно наблюдалось после каждого курса лечения препаратом [62,304,351,395].


При сравнении эффективности применения Ukrain для лечения опухолей лучшие результаты были отмечены, когда Ukrain применялся в качестве монотерапии [244,245,401].


Следует особо отметить, что у пациентов, ранее получавших стандартную химиотерапию, лечение Ukrain было менее эффективным [244,280]. Последнее, возможно, связано с нарушениями в иммуноэффекторных клетках за счет токсических побочных эффектов современных цитостатиков, лимитирующих применение последних. Однако, если Ukrain применялся на фоне химио- и/или лучевой терапии, побочные эффекты последних гораздо меньше, а переносимость – значительно лучше [223,244,278]. Более того, в исследованиях in vitro показано, что Ukrain действовал синергично с этопозидом, что свидетельствует о целесообразности применения в химиотерапии композиции указанных препаратов для снижения дозы и токсичности этопозида [444].

Радиопротекторное действия Ukrain, наиболее выраженное при введении препарата до сеанса облучения, показано и в эксперименте [196]. Было продемонстрировано, что радиопротективные эффекты Ukrain, оцениваемые по индексу выживания после облучения в летальных дозах (5,25-7,5 Гр) значительно превышают таковые для алкалоидов Chelidonium majus L. и тиофосфамида, и были наиболее выраженными в дозах LD50/30 и LD85/30 [232]. Время наступления максимального радиопротекторного эффекта коррелировало с наибольшей выраженностью сдвигов в показателях гемопоэза и иммунопоэза [229,230]. Радиопротективное действие Ukrain было обнаружено и при относительно малых дозах облучения (1 Гр) [231]. При сублетальных дозах облучения Ukrain был более эффективным, чем традиционные радиопротекторы нафтизин и цистеамин [233]. Показано, что Ukrain в дозе 0,4 мг/кг модифицирует эффекты радиации в отношении внутриклеточной рецепции глюкокортикоидов в печени и эндокринную систему крыс-самок, нормализуя действие десятидневного гамма-излучения в дозе 1 Гр [350]. Все вышесказанное позволяет предполагать, что Ukrain может быть использован также для повышения переносимости лучевой терапии путем снижения выраженности общих лучевых реакций (в частности, миело- и иммунодепрессии).


На основании многочисленных клинических исследований установлено, что оптимальная продолжительность курса украинотерапии составляет 20 дней при дозе препарата от 2,5 до 25 мг на инъекцию (0,035-0,35 мг/кг), каждые 48-72 часа. т. е. лечебная доза препарата в 10000 меньше токсической [223,354,372,374,401]. Перерывы между курсами лечения должны быть не менее 10-20 дней. Величина разовой дозы препарата зависит от размеров (массы) опухоли и общего статуса пациентов (индекс Карновского): при высоком индексе доза препарата может быть выше, так как больные могут переносить массивный распад опухоли и вызванную этим интоксикацию организма [244,374].


Многочисленные исследования проведены в третьей фазе клинических испытаний [236,244,396,467]. К 1993 г. в различных клиниках были пролечены Ukrain более 1000 больных I-III стадией злокачественных опухолей в возрасте от 9 до 85 лет [371]. Препарат применялся в различных вариантах: после оперативного вмешательства, курсов полихимиотерапии и/или лучевой терапии, на фоне химиолучевой терапии или в качестве единственного препарата в режиме неоадъювантной или адъювантной терапии. Имеется сообщение о применении Ukrain совместно с локальной гипертермией при саркоме мягких тканей [209]. В исследованиях представлены практически все локализации солидных опухолей. Ukrain использовался в разовой дозе 5-20 мг, курсовой 50-300 мг, при общем количестве курсов от 1 до 8 и интервалами между ними от 10 до 40 дней [236,247,278,283,305,354,396,443,454].


Всеми исследователями отмечено, что Ukrain хорошо переносится, не токсичен, не вызывает аллергических реакций и сенсибилизации организма, у пациентов нормализуется сон, улучшается аппетит. У части больных наблюдались повышение температуры тела, болезненность в области опухоли и покраснение при ее наружных локализациях. Объективно регистрируемая регрессия опухоли, как проявление цитотоксического эффекта препарата, могла сопровождаться усилением или появлением кровотечения [173,283,305]. В результате распада опухоли у части больных наблюдались транзиторные явления интоксикации [375,396].


Отмечен отчетливый иммуномодулирующий эффект препарата, проявляющийся в увеличении продукции Т-лимфоцитов, нормализации других показателей клеточного иммунитета, устранении гуморальной иммунной дисфункции. Изменения иммунологических параметров коррелировали с общим состоянием больных и местным эффектом препарата, а наиболее ярко проявлялись при монотерапии Ukrain и в ранних стадиях опухолевого процесса [244,278,375,396]. Регрессия опухолей или их стабилизация коррелировала со снижением уровня специфических опухолевых маркеров на 70-200% от исходных величин [210,305,375].


Чувствительность к Ukrain, регистрируемая по цитотоксическому эффекту, составила при I стадии рака 93%, при II стадии - 72% и III - 30%. В целом объективная регрессия опухоли наблюдалась у 40-75% леченых Ukrain пациентов [173,278,305, 354,443,448,470]. Регрессия или стабилизация опухолевого процесса под влиянием Ukrain была более выражена в I-II стадии заболевания, в III стадии эффект был кратковременным [244,354,375,396]. При высокой чувствительности к препарату ремиссия у некоторых пациентов составляет до 6-10 лет [223,278,345].


Получены убедительные данные об эффективности монотерапии Ukrain в режиме неоадъювантного лечения при колоректальных раках, раке молочной железы, мочевого пузыря, опухолях других локализаций [63,173,205,223,236,248,354,470]. По данным авторов, применение препарата в предоперационном периоде, помимо иммуномодулирующего эффекта, приводит к инкапсуляции и/или уменьшению размеров опухоли, что облегчает выполнение оперативного вмешательства, существенно повышает операбельность и резектабельность опухолей.


Опубликовано также большое количество клинических наблюдений об эффективности Ukrain и достижении стойкой продолжительности ремиссии при лечении рецидивных злокачественных опухолей различного генеза после комбинированной терапии [322,328,345,346,381,392,411,428,430,455-457,464]. Предложена схема комбинированного лечения рака желчного пузыря (II–IV стадии) с применением препарата в до- и послеоперационном периодах [471], показана эффективность Ukrain при первичном и вторичном раке печени [133], раке поджелудочной железы [169]. Сообщается об эффективности препарата при лечении онкогематологической патологии, резистентной к химитерапии, у детей [188].


Сообщения о лекарственном патоморфозе в опухоли под влиянием Ukrain немногочисленны. В биоптатах и удаленных опухолях выявлены относительное уменьшение массы аденокарциномы на фоне усиления некроза опухоли, лимфоцитарная инфильтрация, пролиферация и склероз стромы опухоли [173,248,257,374,375,401,470,471]. Показано, что монотерапия Ukrain больных рабдомиосаркомой вызывала мономорфизм клеток, пикноз ядер, снижение митотического индекса, что вызывало регрессию опухоли с образованием соединительной ткани преимущественно вокруг опухоли [256].


Заслуживают внимания публикации по изучению сравнительной эффективности Ukrain и ряда современных цитостатиков и оценке их токсического влияния как на опухолевые клетки, так и на организм в целом [371]. Известно, что современные цитостатики обладают относительно малой терапевтической широтой. Так, терапевтическая широта хорошо известного препарата цисплатины составляет 1,6, тогда как этот показатель для Ukrain равен 1250, то есть в 781, раз больше, чем у цисплатины [371]. Эффективность цитостатиков оценивается также и по такому критерию, как коэффициент избирательности действия (LD50 нормальных клеток / LD50 злокачественных клеток): чем больше его величина, тем эффективнее препарат. Для Ukrain этот показатель равен 100 и намного превосходит таковой у известных цитостатиков [377].


При исследованиях Ukrain по программе NCI выявлено 100-кратное преобладание малигнотоксического потенциала препарата в сравнении с доксорубицином и 5-фторурацилом, а in vivo, на здоровых мышах, Ukrain оказался в 40 раз менее токсичным, чем доксорубицин и дауномицин [371].


Применение современных цитостатиков часто сопровождается развитием резистентности к ним [15]. Результаты эксперимента с резистентными к цисплатине клеточным линиям типа L1210/DDP, L1210/DACH показали способность Ukrain тормозить рост этих клеток в очень большом проценте случаев [371,447,453], что может иметь существенное значение для клиники. Так, было продемонстрировано, что после развития резистентности карциномы Герена к цисплатине последняя утрачивала способность реагировать с тиоловыми группами опухоли, а способность Ukrain реагировать с тиоловыми группами в этой ситуации возрастала, что косвенно свидетельствует о повышении чувствительности опухоли к препарату [329,330].


Поскольку современные цитостатики не обладают избирательностью накопления в злокачественных опухолях, их терапевтическая доза рассчитывается на квадратный метр или массу тела. При использовании Ukrain площадь (масса) тела не имеет значения, так как препарат селективно реагирует на размеры (массу) опухоли и в силу большого сродства к злокачественным клеткам концентрируется в них [342,371].


Известно, что одним из факторов прогрессирования опухолевой болезни является процесс формирования сосудистой сети в опухоли. Это определяет одно из направлений разработки противоопухолевых препаратов и оценки эффективности существующих – влияние на ангиогенез [287]. Использование ингибиторов ангиогенеза рассматривается как новое перспективное направление в клинической онкологии [284]. С этой точки зрения представляют несомненный интерес исследования влияния Ukrain на дифференцировку культуры эндотелиальных клеток человека, показавшие, что Ukrain обладает антиангиогенным действием in vitro[327]. 

1.6. Другие эффекты препарата Ukrain

В литературе приводятся данные об антимикробном и противовирусном эффектах препарата. Так, при изучении препарата на добровольцах было замечено его положительное влияние на течение возникших в процессе исследований острой респираторной или вирусной инфекции [375], о бактериостатическом эффекте Ukrain при лечении онкологических больных сообщали и другие авторы [305,396]. Вышеприведенные клинические наблюдения подтверждены экспериментальными исследованиями. Так, при введении BALB/c - мышам летальных доз E. coli и S. aureus Ukrain увеличивал до 50% выживаемость животных, более выраженную при длительном введении препарата (20 дней), а не короткими (1-2 дня) курсами, описано бактерицидное действие Ukrain in vitro на культуры E. coli и S. aureus [260,269,277].


В сравнительных исследованиях in vitro, in vivo и in ovo Ukrain с ремантадином, метисазоном по программе NAS показана антивирусная активность препарата в отношении вирусов гриппа А и В (A/Aichi/2/68, H3N2 и B/L ee/40) [277,333,343,344,348,349, 375,441]. Препарат увеличивал выживаемость гриппозных мышей [272]. Противовирусное действие Ukrain продемонстрировано в отношении вируса гепатита С [461], причем в качестве механизма этого действия автор рассматривает индукцию (-интерферона.


Показан цитотоксический эффект Ukrain и в отношении ВИЧ-инфицированных лейкоцитов человека [342,375].


Следовательно, клинические и экспериментальные данные позволяют рассматривать Ukrain и как средство лечения бактериальных и вирусных инфекций у онкологических больных, тем более что первоначально препарат был запатентован как противомикробный и противовирусный [130].

1.7. Аминокислотный дисбаланс при злокачественном росте и способы его коррекции


Несмотря на наличие многочисленных обзоров [28,293,294,335,403,458,473], монографий [8,23,61,410] и даже учебных пособий [20,218,359], в которых достаточно полно и профессионально изложены основные аспекты биохимии аминокислот, сведения, касающиеся собственно фонда свободных аминокислот и закономерностей его формирования при злокачественном росте относительно разобщены, иногда противоречивы и в силу постоянно развивающейся методологии зачастую требуют уточнения. 


Представление о внутриклеточном фонде аминокислот, не входящих в состав белков, сложилось в 50-х годах и основывается на опытах с мечеными 15N-аминокислотами. При введении белым крысам 15N-лейцина изотоп обнаруживали как в составе белков, так и почти во всех свободных аминокислотах (кроме треонина и лизина). Эти факты легли в основу положения о наличии пула аминокислот, не входящих в состав белков и пополняющихся из следующих источников: внеклеточной жидкости, за счет взаимопревращений аминокислот, гидролиза белков и аминокислот, образующихся на других путях промежуточного обмена. Эта смесь эндогенного и экзогенного материала представляет собой часть лабильной смешанной фазы низкомолекулярных интермедиатов промежуточного обмена, являющихся узловыми пунктами многих метаболических путей [301].


В промежуточном обмене аминокислот и процессах формирования их внутриклеточного пула решающее значение принадлежит реакциям трансаминирования, в которых не участвуют лишь лизин, треонин и (-аминогруппа аргинина [28,118]. 


В катаболизме аминокислот существует сочетание реакций, ответственных за выведение азота (синтез мочевины, глутамина), серы (синтез таурина, сульфинилпировиноградной кислоты) и окисления углеродных скелетов аминокислот до углекислого газа и воды. Принято подразделение аминокислот на кетогенные (лейцин, лизин, триптофан, фенилаланин, тирозин) и гликогенные (аланин, серин, глицин, треонин, валин, аспарагиновая и глутаминовая кислоты, гистидин, аргинин, пролин) [20].


Важнейшими факторами, регулирующими метаболизм аминокислот в целом и определяющими формирование их пула, являются особенности распределения этих соединений между органами ("межорганный метаболизм") [335]. Так, оценивая эти процессы по артериовенозной разнице абсолютных концентраций аминокислот в крови и тканях показано [234,243,296,466], что печень усиленно экстрагирует аланин, глицин и валин; глутамин интенсивно продуцируется мышцами и утилизируется кишечником, а глицин активно метаболизируется в почках, где одновременно синтезируются значительные количества серина и глутаминовой кислоты.


Аминокислоты – важнейший регулятор биосинтеза белка, а дисбаланс фонда свободных аминокислот может лимитировать этот многостадийный процесс [51]. Метаболизм и реализация биологических функций аминокислот в различных органах и тканях имеет свою специфику, что может быть обеспечено прежде всего за счет контролируемого перераспределения этих соединений между внеклеточными средами, клетками и субклеточными структурами [238,282,397]. Существуют групповые особенности транспортных систем для нейтральных, кислых, основных и серусодержащих аминокислот с наличием внутри каждой группы подгрупп с индивидуальными механизмами транспорта [149,357,416].


Эндогенные потери незаменимых аминокислот у человека составляют около 80 мг/кг веса в сутки [20]. Азотистое равновесие при неизменном метаболизме можно поддерживать при условии парентерального поступления не менее 4 г азота в день, а при необходимости ликвидации отрицательного азотистого баланса это количество увеличивается до 10-15 г/день [129]. Для достижения только заместительного эффекта искусственные смеси должны содержать не менее 19% незаменимых аминокислот. Присутствие в аминозолях только заменимых соединений приводит к отрицательному азотистому балансу, а увеличение доли незаменимых более чем до 1/4 от их общего количества нерационально. При этом отдельные аминокислоты используются не только с заместительной целью, но и для целенаправленной метаболической коррекции. Регуляторные функции аминокислот и их производных являются следствием химической полифункциональности последних. Показано, что аминокислоты повышают устойчивость организма к действию экстремальных факторов внешней среды (адаптогенное действие аминокислот), которое проявляется через регуляцию активности ряда ферментов, свободнорадикальных реакций, интенсивности перекисного окисления, стабилизацию биомемебран и защиту биополимеров от деградации [8,61,149,227,336,473].


Аминокислотный дисбаланс является одним из самых характерных признаков большого числа заболеваний человека, в том числе злокачественных новообразований [21,62,202,403,473]. Значительное количество исследований посвящено изменениям содержания свободных аминокислот в крови и опухолевой ткани при злокачественном росте [21-23,261,288,322,402]. Однако, вопрос об информативности изменений в уровне отдельных аминокислот в организме опухоленосителя, их значимости в сравнении с другими клинико-биохимическими критериями для диагностики, лечения, а также метаболической коррекции аминокислотного дисбаланса при злокачественном росте остается практически нерешенным.


Довольно широко и подробно по сравнению с аминокислотным пулом тканей и жидкостей опухоленосителя исследованы особенности обмена аминокислот в разнообразных типах опухолей [24]. При этом показано, что потеря или резкое снижение активности специфических катаболических ферментов аминокислотного обмена в злокачественных новообразованиях является причиной использования ими эндогенного фонда аминокислот для собственного роста, что приводит к возникновению отрицательного азотистого баланса [24,323]. Важнейшими факторами аминокислотного дисбаланса в этой ситуации, кроме того, является анорексия и голодание [40,41,261].


В этой связи неоднократно обсуждались проблемы возможной стимуляции роста опухоли при парентеральном питании онкологических больных и экзогенном поступлении аминокислот [19,21,22,202,222,227,290,382,389]. При этом часть специалистов придерживается точки зрения о целесообразности дополнительного введения энергетических и пластических субстратов, обеспечивающих положительный азотистый баланс на фоне специфического лечения [92,290] поскольку традиционные методы терапии злокачественных опухолей обычно не только не устраняют аминокислотный дисбаланс в организме опухоленосителя, но чаще всего усугубляют его [216,383].


Необходимость оптимизации методов метаболической терапии онкопатологии диктуется тем, что применение традиционных способов лечения онкологических больных (хирургический, лучевой, химиотерапевтический) малоэффективно без целенаправленной коррекции промежуточного, в первую очередь – белкового и аминокислотного, обмена [110,111,323].
В такой ситуации применение аминокислот и их смесей для эффективной терапии онкопатологии оцениваеися как оправданный метод выбора, основанный на исследовании полного спектра свободных аминокислот в плазме крови и печени больных [40,41,61,222]. Показано, что аминокислотный фонд плазмы крови больных злокачественными новообразованиями различных локализаций (лёгкие, желудок, мочевой пузырь) является объективным критерием степени тяжести и стадии заболевания [113]. Поэтому исследование спектра свободных аминокислот у больных раком актуально с точки зрения определения зависимости аминокислотного дисбаланса от стадии заболевания, влияния на изучаемые показатели комбинированной химиолучевой терапии и поиска путей коррекции найденных изменений на фоне проведения специального лечения [40,41,129,222].


В настоящее время многочисленные биологические свойства L-аминокислот на практике пока что эксплуатируются главным образом с позиций восполнения дефицита или реализации их неспецифических эффектов. Так, в онкологической практике в качестве средств заместительной терапии для ликвидации нутриентного или функционального дефицита аминокислот в пред- или послеоперационном периоде достаточно широко применяются их искусственные смеси [40,41,61,222]. Одновременно продемонстрировано, что применение аминозолей ("Левамин", "Полиамин" и "Альвезин") при хирургическом лечении рака желудка в качестве средства устранения аминокислотного дисбаланса в печени больных было малоэффективным, но способствовало восстановлению азотовыделительной функции почек, устранению существующего в плазме крови аминокислотного дисбаланса и снижению частоты послеоперационных осложнений у больных раком мочевого пузыря [66,113].


Кроме того, известно, что большинство L-аминокислот при их введении в организм в более высоких дозах, чем они поступают в организм с пищей, вызывают определенные специфические (фармакологические) эффекты активации окислительно-восстановительных процессов, реакций энергетического обмена, обезвреживания ксенобиотиков. В первую очередь это относится к препаратам на основе отдельных L-аминокислот (метионин, глицин, глутаминовая, аспарагиновая, S-аденозилметионин), а также к их смесям или комплексам с витаминами и микроэлементами (глутамевит, аспаркам, панангин), которые в целом активируют обменные процессы и применяются при заболеваниях гепатобилиарной и сердечно-сосудистой систем, различного рода интоксикациях и психоневрологических расстройствах [99,110,111,184].


Подобным образом некоторые (особенно серусодержащие и их дериваты) индивидуальные аминокислоты применяются в онкологической практике в качестве антиоксидантов, обладающих антиканцерогенными и канцеростатическими свойствами [61]. Более того, в настоящее время показано, что продукт превращений серусодержащих аминокислот (метионина и цистеина) таурин кроме его участия в синтезе парных желчных кислот, является агентом, предохраняющем клеточные мембраны от действия токсических веществ и обладающим гепато- и радиопротекторными свойствами [214,297,303]. Малая токсичность, богатый спектр фармакологических, физиологических и биохимических эффектов позволяют рассматривать таурин и его дериваты как весьма перспективные лечебные средства при целом ряде заболеваний гепатобилиарной, сердечно-сосудистой, нервной системы и, что особенно примечательно – при метаболической терапии онкологических заболеваний, в том числе на фоне лучевой терапии [25,112,113,195,302]. С позиций радиопротекторных свойств таурина и создавшейся в Беларуси обстановки информация такого рода актуальна для практического здравоохранения.


Важное место в промежуточном обмене аминокислот отводится превращениям АРУЦ, составляющим около 60% от всех циркулирующих свободных аминокислот [183,198]. Среди них особая роль принадлежит лейцину: в отличие от изолейцина и валина, он регулирует синтез и катаболизм белка в скелетных мышцах [360], оказывает выраженное гепатопротекторное действие и , как показано в исследованиях последнего десятилетия, является иммуномодулятором, успешно применяемым при лечении различной онкопатологии [144].


В последнее время в литературе активно обсуждаются особенности метаболизма глутамина, прежде всего – с позиций вероятных механизмов влияния этой аминокислоты на неопластические процессы. Так, с одной стороны, in vitro убедительно показано, что глутамин необходим для вступления злокачественных клеток в S-фазу клеточного цикла и поэтому незаменим для их роста и размножения, а в клинических наблюдениях продемонстрировано, что поскольку опухоль является "ловушкой" глутамина, его концентрация снижается в организме опухоленосителя [427]. 


С другой стороны, в экспериментах продемонстрировано, что дополнительное назначение глутамина с диетой уменьшает на 40% массу опухолей в ситуации рака молочной железы, повышает естественную киллерную активность лимфоцитов, а при употреблении 3% раствора глутамина животными-опухоленосителями ингибируется рост и метастазирование опухолей. В тоже время известно, что глутамин является эффективным иммуномодулятором, его применение вызывает увеличение количества Т-лимфоцитов у онкологических больных, а сочетанное применение этой аминокислоты с химиопрепаратами, особенно – с метотрексатом, оказывает выраженный противоопухолевый эффект [215,273,292,367,386].


Установлено также, что не только глутамин, но и его производные – естественные продукты метаболизма, содержащиеся в физиологических жидкостях [399], также обладают выраженным противоопухолевым действием и их дефицит в организме может быть одним из условий пролиферации злокачественных клеток [237]. Предполагается, что эти соединения влияют на митотические процессы в опухолевой ткани, в результате чего раковые клетки трансформируются в дифференцированные [324] и тем самым достигается достаточно высокая терапевтическая эффективность применения дериватов глутамина у больных с опухолями различной локализации [9,98,237].


Следует подчеркнуть, что на уровне использования отдельных L-аминокислот или их композиций в качестве средств восполнения дефицита или реализации прямых фармакологических эффектов метаболитной терапии практически не учитывается регуляторное действие этих соединений на метаболические процессы и ключевые реакции обмена веществ [110].


Под регуляторным действием понимают действие аминокислот на метаболические процессы и жизненно важные функции, которое проявляется при естественных (эндогенных) или близких к ним концентрациях этих соединений в физиологических жидкостях и тканях. Получить регуляторный эффект от введения L-аминокислот можно, применяя либо отдельные L-аминокислоты, либо сочетания их небольшого набора, в химически чистом виде [99,112,225]. Такой подход позволяет в полной мере реализовать их свойства в качестве биологически активных регуляторов – средств целенаправленной метаболической терапии и разработать на их основе новые эффективные лекарственные препараты, реализовав основные принципы и способы метаболической терапии [99,111,225].

Как мы указывали ранее, одним из перспективных и быстро развивающихся направлений в лечении онкологических заболеваний является использование веществ, реализующих онколитические эффекты посредством изменений биологических реакций организма на опухоль (МБР–модификаторы биологических реакций). Одним из возможных механизмов MБР является их способность влиять на активность реакций промежуточного обмена, соотношение метаболических потоков, в том числе и в обмене свободных аминокислот, т.е. заключать в себе также и аспект метаболической терапии [99,111].


 Возможный корригирующий эффект Ukrain на состояние метаболического дисбаланса мог бы явиться альтернативой применению аминокислотных препаратов, т.е. введению в организм дополнительного количества пластических субстратов, что при онкологической патологии, как уже указано выше, связано с риском ее прогрессирования. Помимо этого, из-за различий в аминокислотном обмене в опухоли и нормальных тканях, воздействие регулирующих агентов на аминокислотный обмен может быть частью его противоопухолевого действия, что, в частности, продемонстрировано для производных L-глутамина [99,112]. Вышесказанное обусловило наш интерес к исследованию фонда свободных аминокислот тканей и плазмы крови в комплексной оценке противоопухолевого действия препарата Ukrain.


На основании изложенного можно заключить, что исследование закономерностей формирования фонда свободных аминокислот в условиях метаболического дисбаланса, к которым, несомненно, относится вся онкологическая патология, является актуальным с точки зрения теоретических и прикладных аспектов, в том числе при разработке новых способов и схем лекарственного лечения онкологических больных [413].


Таким образом, полусинтетический препарат алкалоидов Chelidonium majus L. и тиофосфамида Ukrain обладает цитостатическим и/или цитотоксическим действием на злокачественные клетки.


При выраженной токсичности к опухолевым клеткам, у Ukrain отсутствует токсичность к нормальным клеткам (человеческие фибробласты, клетки эндотелия пупочной вены) в концентрациях, летальных для всех тестированных раковых клеток. Данное свойство препарата было названо «малигнотоксичностью» или «злокачественной токсичностью» [280,342,371]. Последняя, вероятно, частично связана с различной скоростью захвата препарата нормальными и злокачественными клетками.


Высокая концентрация препарата в раковых клетках сопровождается уменьшением потребления О2 и угнетением синтеза РНК, ДНК и белка, что ведет к селективному ингибированию злокачественного роста.


Ukrain обладает иммуностимулирующим и/ или иммуномодулирующим эффектом и, прежде всего, активен в отношении клеточного иммунитета. Восстановление показателей последнего коррелирует с улучшением клинического течения заболевания.


Биологические эффекты Ukrain объясняются, очевидно, не свойствами свободных алкалоидов чистотела большого, а свойствами продуктов реакции их с триазиридидом тиофосфорной кислоты.


Данные о метаболических эффектах Ukrain достаточно скудны и противоречивы, его влияние на показатели гомеостаза у больных злокачественными новообразованиями не получило целостного описания. Это не позволяет обосновать стратегию целенаправленного корригирующего воздействия на метаболические процессы, нарушенные при опухолевом росте и оптимизировать на этой основе схемы лечения на основе Ukrain. Не получила целостного описания картина изменений в иммунной системе и их коррекции в динамике лечения Ukrain. В частности, не изучены проявления местной иммунной реакции после введения Ukrain; корреляции между показателями клеточного, гуморального звеньев и неспецифической системы иммунитета в процессе лечения Ukrain, а также влияние Ukrain на процессы формирования фонда свободных аминокислот и их производных в опухоли и организме опухоленосителя.


Клинические наблюдения показывают, что Ukrain может применяться при лечении злокачественных новообразований в качестве контрольного терапевтического средства после окончания других видов специального лечения (вторичная терапия), сопутствующего лечебного воздействия на фоне других видов лечения (дополнительная терапия) или в качестве единственного терапевтического средства. Ukrain улучшает субъективное состояние и общее самочувствие большинства пациентов, является мощным иммуномодулятором клеточного иммунитета у онкологических больных. При его использовании как первоочередного средства в лечении рака он заметно снижает уровень депрессии иммунной системы. К настоящему времени накоплено достаточно большое количество наблюдений о результатах клинического применения Ukrain у онкологических больных, однако, эти данные не систематизированы, результаты клинических наблюдений носят феноменологический характер и не позволяют однозначно обосновать рациональность применения Ukrain в комплексной терапии различных видов онкопатологии.


Исходя из свойств препарата (способность избирательно накапливаться в опухоли, отсутствие дозолимитирующих токсических эффектов, широкий терапевтический индекс, чувствительность к нему химиорезистентных опухолей), очевидно, что к нему неприменимы обычные критерии выбора доз и режимов введения. Наиболее оптимальным критерием в случае Ukrain могут быть показатели лекарственного онкоморфоза. Исследование таких показателей позволило бы прогнозировать терапевтические возможности, определить роль Ukrain и его место в схеме комбинированного лечения солидных опухолей.

ГЛАВА 2. Характеристика экспериментальных моделей, клинических наблюдений и методов исследования препарата Ukrain

2.1. Экспериментальные модели 


Все экспериментальные исследования проводились на белых крысах-самцах массой тела 140 –150 г. линии Wistar CRL:(WI) WU BR и животных опухоленосителях этой же линии, которым по стандартной методике [189] были перевиты штаммы опухолей, полученные в лаборатории экспериментальной онкологии НИИ онкологии и медицинской радиологии МЗ РБ.


2.1.1. Характеристика перевиваемых опухолей


Карциносаркома Уокера 256 (W-256). Опухоль возникла в 1928г. как спонтанная аденокарцинома молочной железы беременной беспородной крысы (Dunham,Stewart, 1953). Перевивается в 80-100% случаев, характеризуется быстрым инфильтративным ростом, иногда дает метастазы в лимфатические узлы, реже – в лёгкие. Методика перевивки состоит в подкожной имплантации в подмышечную область опухолевого гомогената объёмом 0,2 мл, содержащего 1-2(106 жизнеспособных клеток. Лечение начинается на 3-6 день после трансплантации. Средняя масса опухоли на 14 день – 33 г, средняя продолжительность жизни опухоленосителей – 15-25 дней [189].


Саркома М-1 (SM-1). Полиморфоклеточная саркома, которая получена в 1943 г. Л.М.Шабад и М.И.Блох (1947). Исходная опухоль вызвана 3,4-бензпиреном. Перевивается подкожно (0,3-0,4 мл взвеси опухоли), на беспородных крысах в 98-100% случаев начинает прощупываться через 5-7 дней, не рассасывается. Лечение начинается на 5 день после трансплантации. Средняя масса опухоли на 15 день – 18 г, средняя продолжительность жизни опухоленосителей – 16-28 дней [189].


Перевиваемый альвеолярный рак печени (РС-1). Штамм получен Л.Л.Малюгиной (1958) при перевивке опухоли печени, индуцированной у крыс 2-ацетиламинофлюореном. Первичная опухоль имела строение гепатохолангиомы. При перевивках элементы гепатомы исчезли. В настоящее время опухоль имеет строение альвеолярного слизистого рака. Перевиваемость опухоли (подкожно. 0,3-0,4 мл взвеси опухоли) составляет 100%. Опухоль растет медленно. Лечение начинается на 8-10 сутки после трансплантации. Средняя масса опухоли на 26 день после трансплантации – 19 г, средняя продолжительность жизни опухоленосителей – 15-45 дней [189].


2.1.2. Моделирование экспериментального опухолевого процесса


Количество использованных животных, в зависимости от задач эксперимента, представлено в таблице 2.1.

Таблица 2.1

Количество использованных в экспериментах животных

	Цель исследования
	Количество животных

	Оценка противоопухолевой активности Ukrain
	360

	Изучение фармакокинетики Ukrain
	40

	Оценка метаболических эффектов препарата
	120

	Морфологические исследования
	60

	Всего
	580



Противоопухолевая эффективность Ukrain оценивалась на перечисленных выше штаммах опухолей по базовым параметрам: торможение роста опухоли по массе и увеличение продолжительности жизни. Минимальный критерий эффективности – процент торможения роста опухоли не менее 50% и увеличение продолжительности жизни не менее чем на 25% или минимальный статистически достоверный процент торможения [189].


Перечисленные модели опухолевой болезни воспроизводились на животных определенного возраста (2,5 -3 месяца) и определенной массы тела (140(20 г). 


Испытание противоопухолевой активности Ukrain in vivo проводили по утвержденному NCI регламенту [189]. Для каждого вида опухоли формировали по две опытных и контрольных группы по 15 животных в каждой. После перевивки опухолей в соответствии с приведенной схемой (табл. 2.2) опытным группам животных-опухоленосителей вводили Ukrain по 0,25 мг/кг массы тела животного внутрибрюшинно (в/бр) или внутривенно (в/в, в хвостовую вену) ежедневно, в течение 10 суток. Животные контрольных групп получали эквиобъемное количество 0,9% раствора NaCl. После забоя животных методом декапитации производилась оценка массы опухолей. В отдельном эксперименте изучалась выживаемость животных. 

Таблица 2.2

Схема проведения испытаний противоопухолевой эффективности Ukrain
	Этапы эксперимента
	Вид опухоли

	
	W-256
	SM-1
	PС-1

	День перевивки на опыт
	7-14
	14-16
	25-30

	Начало лечения после перевивки (сутки)
	5
	5
	10

	Продолжительность лечения (сутки)
	10
	10
	10

	Вывод из эксперимента
	Через 24 часа после окончания лечения

	Гибель животных (сутки)
	15-25
	16-30
	25-45


2.2. Характеристика клинических исследований 


Для более полной и объективной оценки воздействия исследуемого препарата Ukrain на организм пациентов и саму опухоль нами были избраны такие виды злокачественных новообразований как рак молочной железы (РМЖ), мочевого пузыря (РМП) и предстательной железы (РПЖ). Визуальный характер данных опухолей позволял нам, прежде всего, относительно легко и с минимальными экономическими затратами проводить наблюдение за последними в процессе лечения и получать таким образом дополнительную информацию. С другой стороны, в литературе по Ukrain мы не нашли достаточно полных сведений по анализу влияния препарата именно на эти виды опухолей, тенденция к увеличению частоты которых в структуре онкологической заболеваемости совершенно очевидна и ставит эти заболевания в ряд наиболее важных социальных проблем современности [91,119,155].


По возможности, мы стремились стандартизировать изыскания, поэтому условиями включения больных в исследования были такие факторы, как возраст до 75 лет, узловая форма рака, гистологически или цитологически верифицированная злокачественная опухоль, отсутствие сопутствующей соматической патологии органов дыхания и кровообращения в стадии декомпенсации, показатели функционального состояния печени и почек, близкие к нормальным значениям, отсутствие для конкретного больного в анамнезе других локализаций злокачественных новообразований (даже излеченных), общее состояние пациентов должно быть не ниже 2 баллов по шкале ВОЗ или не ниже 70% индекса Карновского, согласие пациентов на лечение; местное распространение опухолевого процесса по данным физикального исследования должно быть не более чем III-А стадия (молочная железа), I стадия (мочевой пузырь), и I-III стадия (простата).что позволяло начинать лечение с оперативного вмешательства или курса введения Ukrain.


Все больные до начала лечения были информированы о терапевтических возможностях препарата и могли отказаться от лечения на любом из этапов. В сформированной таким образом выборке больных рандомизация производилась методом лотереи.


2.2.1. Клиническая характеристика больных и методы диагностики рака


2.2.1.1. Рак молочной железы. 125 первичных больных раком молочной железы, в зависимости от способа лечения, были разделены на 5 групп. Две из них получили стандартное лечение и служили контролем. В трех других группах первым этапом специального лечения была неоадъювантная терапия различными дозами препарата Ukrain (табл. 2.3).


У больных первой контрольной группы после обследования и симптоматической коррекции общего состояния первым этапом лечения было радикальное оперативное вмешательство на пораженной молочной железе.

Таблица 2.3.

Распределение больных РМЖ по группам в зависимости от метода лечения

	Название группы
	Метод лечения
	Кол-во больных

	Контроль 1
	Симптоматическое лечение

Радикальная операция
	25

	Контроль 2
	Симптоматическое лечение

Предоперационная ТГТ (РОД 4 Гр; СОД 20 Гр).

Радикальная операция
	25

	Ukrain 50
	Симптоматическое лечение

Курс лечения Ukrain в общей дозе 50 мг

Радикальная операция
	25

	Ukrain 100
	Симптоматическое лечение

Курс лечения Ukrain в общей дозе 100 мг

Радикальная операция
	25

	Ukrain 200
	Симптоматическое лечение

Курс лечения Ukrain в общей дозе 200 мг

Радикальная операция
	25

	Всего
	
	125



Специальное лечение больных второй контрольной группы начинали с предоперационного облучения опухоли и зон регионарного метастазирования в режиме укрупненного фракционирования дозы (разовая очаговая доза 4 Гр, суммарная очаговая доза 20 Гр). Через 24 часа после окончания облучения выполняли соответствующего объема радикальную операцию.


У больных трех последующих групп оперативному вмешательству на железе предшествовал курс системной терапии различными дозами Ukrain в неоадъювантном режиме. Препарат в разовой дозе 5, 10 и 20 мг вводился больным внутривенно каждые вторые сутки в количестве 10 инъекций. Таким образом, были проведены курсы неоадъювантной терапии Ukrain в общей дозе 50, 100 и 200 мг соответственно. Через 5-7 дней после окончания лечения препаратом проводили повторное обследование и выполняли оперативное вмешательство на молочной железе.


После удаления опухоли всем больным в соответствующие сроки проводилось адекватное распространенности опухолевого процесса лечение (химио-или лучевая терапия). Одновременно, пациентам, получавшим Ukrain, назначались три курса лечения препаратом с интервалом две недели и в соответствующих неоадъювантному режиму введения дозах 


Средний возраст пациенток в анализируемых группах был примерно одинаковым, анализ возрастной структуры больных показал, что у более чем 60% пациенток заболевание выявлено после 50 лет (рис. 2.1).
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Рис. 2.1. Распределение больных раком молочной железы по возрасту


В каждой из групп количество женщин с сохраненной менструально-овариальной функцией, продолжительностью менопаузы было практически одинаковым и составило 20-28 и 72-80% соответственно (табл. 2.4). 

Таблица 2.4

Распределение больных РМЖ в зависимости от менструально-овариальной функции.

	Характер менструально-овариальной функции.
	Количество больных в группах, %

	
	Контроль

1
	Контроль

2
	Ukrain
50
	Ukrain
100
	Ukrain
200

	Менструирующие больные
	20
	24
	20
	24
	28

	Менопауза:
	
	
	
	
	

	До 5 лет
	36
	44
	32
	40
	48

	5 – 10 лет
	20
	16
	24
	24
	16

	Свыше 10 лет
	24
	16
	24
	12
	8

	Всего:
	100
	100
	100
	100
	100



2/3 пациенток за медицинской помощью обратились только через 3-6 месяцев после обнаружения самостоятельно или медицинскими работниками тех или иных изменений в молочной железе (табл. 2.5). Такое позднее обращение большинство больных объясняло страхом перед возможностью выявления рака, а иногда и попытками самостоятельного лечения. 

Таблица 2.5

Продолжительность заболевания у больных РМЖ до обращения в клинику

	Сроки

обращения
	Количество больных в группах, %

	
	Контроль 1
	Контроль 2
	Ukrain 50
	Ukrain 100
	Ukrain 200

	До 1 мес.
	8
	12
	16
	8
	12

	До 3 мес.
	40
	44
	36
	44
	52

	До 6 мес.
	28
	28
	32
	28
	24

	До 12 мес.
	20
	16
	16
	16
	12

	Более 12 мес.
	4
	–
	–
	4
	–

	Всего:
	100
	100
	100
	100
	100



Обращает на себя внимание, что среди наших пациенток число проживающих в городах было несколько большим, чем жительниц сельской местности (рис. 2.2).
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Рис. 2.2. Распределение больных РМЖ в зависимости от места проживания


Физикальные исследования показали, что во всех группах больных опухоль несколько чаще локализовалась в правой молочной железе, чем в левой и преимущественно в наружных квадрантах (рис. 2.3).


Местное распространение опухолевого процесса в молочной железе оценивали при поступлении в клинику и после тех или иных лечебных мероприятий, накануне оперативного вмешательства по таким критериям, как данные физикального обследования, маммографии и сонографии железы.


Ультразвуковая индикация опухолевого очага проводилась на аппарате Sonoline SL-2 (Siemens) с использованием электронного линейного датчика 7,5 МГц. Маммографическое исследование проводили по стандартной двухпроекционной методике. На маммограммах и сонограммах определяли размеры опухоли, ее структуру и характер внешнего контура [152,181].
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	I – верхний наружный квадрант;

III – нижний наружный квадрант;
	II – верхний внутренний квадрант;

IV – нижний внутренний квадрант;


Рис. 2.3. Частота поражения раком различных областей молочной железы


У всех женщин клинический диагноз рака был подтвержден до начала лечения данными цитологического исследования полученного путем тонкоигольной биопсии пунктата. У части пациенток до начала лечения выполнена трепан-биопсия опухоли для изучения ее исходной гистологической структуры и сравнительного анализа после выполнения тех или иных лечебных воздействий. Для этого использовали специальные иглы (Quick-COORETM Biopsy needle, фирма СООК).


Радикальные вмешательства на пораженной молочной железе выполняли под внутривенным наркозом. Как свидетельствуют приведенные в таблице 6 данные, чаще всего производились модифицированные мастэктомии по Patey и Madden. Стандартная радикальная мастэктомия по Holsted выполнялась только при прорастании опухолью большой грудной мышцы или ее фасции. При наличии соответствующих условий [156,159] выполняли резекцию молочной железы с лимфаденэктомией (табл. 2.6).

Таблица 2.6

Количество (в %) и виды выполненных оперативных вмешательств у больных РМЖ

	Виды операций
	Количество больных в группах, %

	
	Контроль
1
	Контроль
2
	Ukrain
50
	Ukrain

100
	Ukrain

200

	Holsted
	8
	4
	8
	4
	–

	Patey
	60
	36
	56
	68
	48

	Madden
	32
	44
	36
	28
	40

	Резекция железы с лимфодиссекцией
	–
	16
	–
	–
	12

	Всего
	100
	100
	100
	100
	100



Сразу же после удаления железы производили макроскопическую оценку самой опухоли и регионарной клетчатки. Для последующих морфологических и биохимических исследований выполняли забор тканей железы (опухолевой и неизмененной). В процессе изучения макропрепарата тщательно выделяли и подсчитывали все видимые лимфатические узлы регионарной клетчатки (подмышечная, подлопаточная, подключичная). Забор материала для исследований был строго стандартизирован для всех групп пациенток.


Анализ результатов патогистологического исследования операционных препаратов показал, что у больных всех групп имела место инфильтрирующая карцинома преимущественно I-II степени клеточной анаплазии (рис. 2.4).
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Рис. 2.4. Гистологическая характеристика удалённых опухолей молочной железы.


Окончательное распределение больных в исследуемых группах по стадиям согласно данным патогистологического исследования представлено в таблице 2.7.

Таблица 2.7

Распределение (в %) больных раком молочной железы по стадиям опухолевого процесса

	Группы больных
	Стадия, pTNM
	Всего,

%

	
	1
	2А
	2В
	3А
	

	
	Т1N0М0
	Т1N1М0
	Т2N0М0
	Т2N1М0
	Т3N0М0
	Т1N2М0
	Т2N2М0
	

	Контроль 1
	24
	16
	24
	24
	8
	4
	–
	100

	Контроль 2
	4
	12
	20
	28
	24
	4
	8
	100

	Ukrain 50
	20
	20
	24
	20
	4
	8
	4
	100

	Ukrain 100
	24
	24
	20
	16
	4
	8
	4
	100

	Ukrain 200
	12
	16
	28
	20
	16
	8
	–
	100



Как видно из последней, у большинства больных распространенность опухолевого процесса соответствовала I-II стадии заболевания и только у единичных больных в группах рак диагностирован в III стадии.


Таким образом, многофакторный анализ клинических параметров показал вполне очевидную сопоставимость сформированных нами групп больных РМЖ, что, вероятно, позволит получить соразмерность результатов исследований в сравнительном аспекте.


2.2.1.2. Рак мочевого пузыря. В исследования по оценке влияния Ukrain на течение опухолевого процесса в мочевом пузыре включены 52 первичных больных с поверхностными формами рака, то есть инвазией не глубже слизистого слоя (T1NXM0). Лечение таких больных в силу ряда факторов представляет определенные трудности и заставляет искать альтернативные консервативные методы терапии [3,175,154].


Все больные были разделены на 2 группы. 28 пациентов первой группы (Ukrain 100) получали Ukrain путем внутривенных инъекций по 10 мг каждые вторые сутки до суммарной дозы 100 мг (10 инъекций). 


24 пациентам второй группы (Ukrain 150) помимо описанного выше курса внутривенных инъекций одновременно проводились внутрипузырные инфузии Ukrain. Методика проведения внутрипузырной украинотерапии состояла в следующем. В дни, когда препарат вводился внутривенно, больным после опорожнения мочевого пузыря через катетер в полость пузыря вводили 5 мг Ukrain, разведенного в 100 мл стерильного изотонического раствора натрия хлорида. Больным предлагалось удерживать препарат в мочевом пузыре в течение 3 часов, регулярно каждые 30 минут меняя положение тела для равномерного омывания стенок мочевого пузыря. Через 3 часа после инстилляции препарата пациенты самостоятельно опорожняли мочевой пузырь. Курсовая доза внутрипузырных введений составила 50 мг, а общая доза Ukrain для больных этой группы – 150 мг. 


При эндоскопическом выявлении значимого эффекта после первого курса лечения препаратом больным обеих групп назначались через 2 недели повторные аналогичные курсы. Продолжительность лечения конкретного больного определялась результатами воздействия препарата на опухоль. При отсутствии эффекта переходили к другим методам лечения. Вследствие такого дифференцированного подхода больные в группах получили различное количество курсов украинотерапии. Всего же больные первой и второй групп получили соответственно 56 и 53 курсов лечения препаратом (табл. 2.8).


Анализ половозрастных показателей больных первой и второй групп показал, что раком мочевого пузыря значительно чаще болеют мужчины, чем женщины. И, если у женщин опухоль чаще выявилась в возрастном интервале 40-60 лет, то у мужчин – 60-70 лет и старше (табл. 2.9).

Таблица 2.8

Распределение больных РМП в зависимости от количества курсов лечения Ukrain

	Проведено курсов больному
	Группы больных

	
	Ukrain 100
	Ukrain 150

	
	кол-во больных
	всего курсов
	кол-во больных
	всего курсов

	Один
	9
	9
	6
	6

	Два
	10
	20
	9
	18

	Три
	9
	27
	7
	21

	Четыре
	–
	–
	2
	8

	Всего:
	28
	56
	24
	53


Таблица 2.9

Распределение больных РМП по возрасту и полу (количество больных, %)

	Возраст, лет
	Ukrain 100
	Всего
	Ukrain 150
	Всего

	
	мужчины
	женщины
	
	мужчины
	женщины
	

	40-49
	1 (3,7)
	3 (10,7)
	4 (14,4)
	–
	1 (4,2)
	1 (4,2)

	50-59
	3 (10,6)
	2 (7,1)
	5 (17,8)
	5 (20,8)
	4 (16,7)
	9 (37,5)

	60-70
	13 (46,4)
	1 (3,7)
	14 (50)
	10 (41,6)
	1 (4,2)
	11 (45,8)

	70 и старше
	5 (17,8)
	–
	5 (17,8)
	3 (12,5)
	–
	3 (12,5)

	Всего
	22 (78,5)
	6 (21,5)
	28 (100)
	18 (74,9)
	6 (25,1)
	24 (100)



По нашим данным, как мужчины, так и женщины, проживающие в сельской местности, значительно чаще болеют раком мочевого пузыря (рис. 2.5).
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Рис. 2.5. Распределение больных раком мочевого пузыря в группах в зависимости от места проживания


Клинические проявления рака мочевого пузыря в обеих группах больных были практически одинаковыми и на фоне незначительной выраженности общих симптомов, характерных опухолевому процессу, проявлялись гематурией, дизурией, поллакиурией и странгурией (табл. 2.10).

Таблица 2.10

Частота выявления клинических симптомов у больных раком мочевого пузыря

	Клинические симптомы
	Группы больных

	
	Ukrain 100
	Ukrain 150

	
	кол-во больных
	%
	кол-во больных
	%

	Гематурия
	27
	96,4
	22
	91,7

	Дизурия
	25
	89,3
	20
	83,3

	Боли
	24
	85,7
	21
	87,5

	Поллакиурия
	22
	78,5
	18
	75,0

	Странгурия
	20
	71,4
	16
	67,7



Это заставило более половины больных обратиться за медицинской помощью в первые 3 месяца заболевания (рис. 2.6).
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Рис. 2.6. Распределение больных раком мочевого пузыря по срокам от начала заболевания


Для диагностики рака и контроля за динамикой лечения всем больным производилась цистоскопия и ультразвуковое исследование (УЗИ) мочевого пузыря. 


Как показали наши исследования, при поступлении во всех случаях по данным цистоскопического исследования опухоли были ворсинчатого строения, грибовидной формы. Величина опухолей по данным исследований колебалась от 5 до 40 мм в диаметре. Из приведенных на рисунке 2.7 данных видно, что у 60-70% больных размеры опухолей были в пределах 20-30 мм.
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Рис. 2.7. Результаты инструментальных исследований больных раком мочевого пузыря при поступлении в стационар


У многих больных опухоли характеризовались мультицентрическим ростом и носили характер множественных (рис. 2.8).
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Рис. 2.8. Количество выявленных опухолей у больных раком мочевого пузыря


Всем больным до начала лечения и после курсов украинотерапии выполнялась биопсия опухоли и неизмененной слизистой. По гистологическому строению в 95-96% наблюдений опухоли представляли собой переходноклеточный рак различной степени дифференцировки (табл. 2.11).


После окончания лечения препаратом через 2 недели повторяли цистоскопию, УЗИ мочевого пузыря и морфологическое исследование биоптатов из самой опухоли и разных участков слизистой оболочки для оценки состояния новообразования, определения его размеров и выбора адекватного последующего компонента лечения.


Таблица 2.11

Гистологическая характеристика опухолей у больных раком мочевого пузыря

	Гистологическая форма
	Группы больных

	
	Ukrain 100
	Ukrain 150

	
	кол-во больных
	%
	кол-во больных
	%

	Переходноклеточный рак:

- высокодифференцированный

- умереннодифференцированный
	26

16

10
	92,8

57,1

35,7
	24

15

9
	100

62,5

37,5

	Аденокарцинома
	1
	3,6
	–
	–

	Недифференцированный рак
	1
	3,6
	–
	–

	Всего:
	28
	100
	24
	100



Эффективность лечения оценивали по четырем градациям ВОЗ, применяемых при солидных опухолях, адаптировав их к раку мочевого пузыря: 1) полная регрессия опухоли – исчезновение всех внутрипузырных компонентов опухолей; 2) частичная регрессия – большее или равное 50% уменьшение всех или отдельных опухолей в мочевом пузыре при отсутствии прогрессирования других очагов, 3) стабилизация – уменьшение опухоли менее чем на 50% при отсутствии новых поражений слизистой пузыря или увеличение опухоли не более чем на 25%; 4) прогрессирование – большее или равное 25% увеличение размеров одной или более опухолей или появление новых поражений.


2.2.1.3. Рак предстательной железы. Группу больных раком предстательной железы (РПЖ) составили 20 человек. Практически у всех пациентов заболевание было выявлено после 60 лет. Средний возраст больных составил 67,6 лет. Зависимости между частотой выявления опухолевого процесса и местом постоянного проживания пациентов нами не выявлено (табл. 2.12).

Таблица 2.12
Распределение больных раком предстательной железы по возрасту и месту проживания

	Возраст, лет
	Место проживания
	Всего

	
	Город
	Село
	кол-во больных
	%

	50 – 59
	1
	–
	1
	5

	60 – 69
	5
	7
	12
	60

	70 – 75
	4
	3
	7
	35

	Всего
	10
	10
	20
	100



Наиболее частыми клиническими проявлениями злокачественного процесса в железе были поллакиурия (90%), никтурия (80%), странгурия (60%) и частые позывы к мочеиспусканию (80%) (табл. 2.13).

Таблица 2.13
Частота выявления клинических симптомов у больных раком предстательной железы

	Клинические симптомы
	Количество больных
	%

	Поллакиурия
	18
	90

	Странгурия
	12
	60

	Частые позывы к мочеиспусканию
	16
	80

	Боли в спине (люмбо-сакральная область)
	8
	40

	Никтурия
	16
	80

	Гематурия
	2
	10

	Ощущение неполного опорожнения пузыря
	11
	55



За медицинской помощью 75% пациентов обратились в первые 3-6 месяцев от начала заболевания. Однако, казалось бы, такое раннее обращение, как показали наши наблюдения, не гарантировало от распространенности опухолевого процесса и большинство больных имели II-III стадию заболевания (рис. 2.9). Объяснением этому может быть, вероятно, факт развития РПЖ, как правило, на фоне ее доброкачественной гиперплазии [53], клиника которой манифестируется подобными, как и при злокачественном поражении железы, симптомами.
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Рис. 2.9. Распределение больных РПЖ по срокам от начала заболевания (а) и по стадиям опухолевого процесса (б).

Началу лечения Ukrain указанной категории больных предшествовала трансректальная трепанобиопсия опухоли специальной иглой (Tru-Cut. Biopsy Needle; Baxter-USA). По данным гистологического исследования, рак предстательной железы в основном был представлен аденокарциномой, преимущественно умеренной степени дифференцировки (рис. 2.10).
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Рис. 2.10. Гистологическая характеристика рака предстательной железы


После всестороннего обследования методами устанавливающей и уточняющей диагностики больным назначался Ukrain путем внутривенных инъекций по 10 мг через сутки до суммарной дозы 100 мг (10 инъекций). Несколько больных получили 2-3 таких курса с интервалом между ними 2 недели (табл. 2.14).

Таблица 2.14


Количество курсов лечения Ukrain, полученных больными РПЖ

	Количество курсов
	Количество больных
	%

	Один
	15
	75

	Два
	3
	15

	Три
	2
	10

	Всего
	20
	100



Местная оценка эффективности лечебного воздействия Ukrain производилась путем сопоставления до начала и после окончания каждого курса украинотерапии результатов ректального исследования, трансректальной ультразвуковой индикации, данных компьютерной томографии, динамики уровня РSА и субъективных ощущений больного, как наиболее информативных и специфических методов диагностики РПЖ [55,91,107].


Ультразвуковое исследование простаты производилось секторальным трансректальным датчиком 5 МГц на аппарате Sonoline SL-2 фирмы Simens.


Компьютерную томографию органов малого таза выполняли на рентгеновском компьютерном томографе Somatom A.R.C фирмы Simens.


Тумормаркер РПЖ – простатспецифический антиген (PSА общий) – как информативный показатель диагностики и мониторинга [91] определяли в плазме крови больных до начала и на 5-7 сутки после окончания лечения Ukrain методом иммуноферментного анализа на автоматическом анализаторе “Cobas Core” фирмы “Roche”. 


С целью объективизации клинических результатов лечения Ukrain, мы использовали также международную систему оценки симптомов при заболеваниях простаты (International Prostate Symptom Sсore – I-PSS). Состояние и степень выраженности тех или других симптомов оценивались самим пациентом до начала лечения и после его окончания. Симптоматический статус больного с учетом его собственной оценки качества жизни может быть представлен формулой [155]:

I-PSS (0-35) + QOL (0-6)

где: 
I-PSS – суммарная оценка баллов по шкале I-PSS,



QOL – оценка качества жизни по шкале I-PSS,



цифры – количество баллов по шкале I-PSS.


Суммировав баллы, мы получали усредненную величину того или иного симптома или количественного значения показателя качества жизни в динамике лечения для всей группы пациентов.


2.2.2. Лабораторные методы обследования больных


Помимо специфических стадирующих диагностических мероприятий всем больным проводился целый ряд лабораторных исследований. 


Клинико-биохимические исследования включали общий анализ крови, определение в крови концентрации общего белка и альбуминов. Изучались концентрации небелковых азотистых компоненты крови (мочевина, креатинин), соединений, характеризующих некоторые показатели обменов (пигментного – билирубин, углеводного – глюкоза, водно-солевого – калий, натрий, кальций, хлор, липидного – холестерин и триглицериды). Проведено определение активности ряда индикаторных ферментов: лактатдегидрогеназы (ЛДГ), аланиновой и аспарагиновой аминотрансфераз (АЛТ и АСТ), щелочной фосфатазы (ЩФ), холинэстеразы (ХЭ), гамма-глутамилтранспептидазы (ГГТП). Выбор для исследований данных ферментов диктовался прежде всего соображениями индикации возможных гепатотоксических эффектов Ukrain. Составляющие общего анализа крови оценивали на гематологическом анализаторе «Micros» (Франция). Биохимические параметры определяли в образцах крови на автоанализаторах «Spectrum CCX» фирмы Abbot, «Cormay» фирмы Cormay Di-Ana, «FP-901» фирмы Labsystems и «Stat Profile Ultra» фирмы Nova согласно инструкциям, прилагаемым к аппаратам.


Состояние системы гемостаза оценивали по сокращенному варианту гемостазиограммы [65]. Первую фазу свертывания крови изучали по показателю аутокоагулограммы, вторую – по величине протромбинового индекса плазмы, третью – по содержанию фибриногена в плазме и определению тромбинового времени. Состояние посткоагуляционной фазы вторичного гемостаза оценивали по показателю активности фибриназы. Определение вышеперечисленных показателей проводили на гемокоагулометре GGL 2110 фирмы «Solar».


По современным представлениям ведущую роль в росте и рецепции опухолей молочной железы играют такие гормоны как пролактин, фолликулостимулирующий и лютеинизирующий гормоны гипофиза, эстрогены, андрогены, прогестины, глюкокортикоиды и гормоны щитовидной железы. Специальная литература широко представлена работами по изучению гормонального профиля, его прогностической ценности у больных раком молочной железы [103,116,148,160]. Учитывая вышесказанное, а также оценочно-сравнительный характер исследований, мы посчитали нужным изучить гормональный статус больных раком молочной железы. Забор крови для исследования был стандартизирован по времени суток и производился при поступлении пациенток в клинику, после курса украинотерапии и на 7-10 сутки послеоперационного периода. Уровни прогестерона., эстрадиола, пролактина, трийодтиронина и тироксина определяли радиоиммунными методами с использованием стандартных наборов реактивов производства Института биоорганической химии НАН РБ на аппарате "Гамма" (Украина).Концентрации гормонов в крови у 25 здоровых женщин одинакового с исследуемыми пациентками возраста нами была принята за норму для данного региона.


2.2.3. Иммунологические методы исследования


Утвердившееся представление о ключевой роли иммунного ответа в процессе роста и развития новообразований привело к широкому использованию иммунологических методов для оценки статуса, прогноза и контроля за лечением у онкологических больных [14,47]. С другой стороны, как показали экспериментальные исследования и клинические наблюдения, Ukrain обладает иммуномодулирующим действием (см. раздел 1.4). Изменения показателей иммунитета, вызванных препаратом, наблюдались при различных видах солидных опухолей и на разных стадиях опухолевого процесса. Однако, в литературе практически не описаны результаты воздействия и дозозависимые эффекты Ukrain на иммунный статус у больных с исследуемой нами патологией, что и послужило предпосылкой для проведения соответствующих исследований.


При этом, в периферической крови определяли общее количество лейкоцитов, лимфоцитов, лейкоцитарную формулу и субпопуляции лимфоцитов. Оценку иммунного статуса проводили в соответствии с рекомендациями по тестам 1-го и частично 2-го уровней [96,137]. Чистые суспензии мононуклеарных клеток получали путем седиментации крови в одноступенчатом градиенте фиколл-верографина с плотностью раствора 1077 г/л. 
В качестве антикоагулянта использовали 2,7% раствор ЭДТА в количестве 0,1 мл на 1 мл крови. В реакции спонтанного розеткообразования с эритроцитами барана определяли:

· количество общих Е-розеткообразующих клеток (Е-РОК); 

· количество активных Е-РОК, образующихся в процессе 15-минутной инкубации взвеси эритроцитов и лимфоцитов барана при 37°С;

· количество Еч-РОК (теофиллинчувствительных) и Ер-РОК (теофиллинрезистентных) после инкубации с теофиллином (4,9 мг/мл, 37(С, 1 час);

· соотношение Е-РОКч / Е-РОКр [85,96].

Определение концентраций сывороточных иммуноглобулинов А, М и G производили модифицированным методом радиальной иммунодиффузии по Манчини [358].


Титр комплемента в сыворотке крови определяли методом титрования по 50% гемолизу (CH50) [68].


Фагоцитарную активность нейтрофилов периферической крови оценивали по их способности поглощать микробы – в тесте использовали взвесь агаровой культуры убитых нагреванием Staphylococcus aureus [68].


Циркулирующие иммунные комплексы (ЦИК) в сыворотке крови определяли методом преципитации с 3,5% раствором полиэтиленгликоля (ПЭГ- тест ОП280) [83].


Важную роль в системе противоопухолевого иммунитета играют естественные киллерные клетки (ЕК-клетки) – субпопуляция иммунокомпетентных клеток, отличающаяся способностью без предварительной сенсибилизации уничтожать различные клетки-мишени, в том числе опухолевые [37,85]. Показано, что морфологическим маркером клеток-киллеров являются большие гранулосодержащие лимфоциты (БГЛ), оценка которых позволяет изучать состояние ЕК-системы иммунитета [60].


При исследовании в световом микроскопе окрашенных по Романовскому мазков капиллярной крови, БГЛ представляют собой крупные клетки (10-15 мкм) с округлым или бобовидным ядром, расположенным эксцентрично. Хроматин – в виде гомогенной бесструктурной массы. В широком ободке бледно-голубой или серой цитоплазмы видны нейтрофильные либо азурофильные гранулы, число и размер их варьирует от нескольких крупных зерен до значительного количества мелких или пылевидных. Они обычно разбросаны по всей цитоплазме (рис. 2.11) [105]. Подсчет относительного количества БГЛ нами производился на 200 лейкоцитов лейкоцитарной формулы, для определения абсолютного содержания БГЛ вычисляли содержание лейкоцитов в единице объема крови (1 л) и выполняли соответствующие расчеты. 


Клинико-биохимические исследования, изучение иммунологических параметров и показателей гемостаза проводились у больных раком молочной железы при поступлении, после лечения Ukrain и на 7-10 сутки послеоперационного периода; больные раком мочевого пузыря и простаты обследовались до начала лечения Ukrain и после его окончания. 
Оценка иммунного ответа организма больных на Ukrain осуществлялась и на уровне опухолевой ткани. С этой целью проводились исследования структуры опухолей с помощью флуоресцентной микроскопии (ФМ) с флуоресцина изотиоционатом (FIТС) Для исследований ФМ-материал замораживали в жидком азоте, затем в криостате готовили срезы и окрашивали реактивами на иммуноглобулины G (IgG), М (IgM) и А (IgА), фибрин/фибриноген, а также различные фенотипы лимфоцитов: CD3 (зрелые лимфоциты), CD4 (Т-хелперы), СD8 (Т-супрессоры), СD16 (ЕК-киллерные клетки), CD19 (пре-лимфоциты В) и СD20 (В-лимфоциты). Реагенты для иммунофлуоресцентной индикации представляли собой препараты антител (античеловеческих, антимышиных) в виде вторичных конъюгатов моноклональных антител и антимышиных иммуноглобулинов с FITC (фирмы SIGMA). Иммуногистохимические исследования проводились в биоптатах опухолей молочной железы и мочевого пузыря в сравнительном аспекте, то есть до начала лечения Ukrain и после его окончания.
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Рис. 2.11. Большие гранулосодержащие лимфоциты (БГЛ) в мазке периферической крови, х1000


2.2.4. Методы морфологических исследований опухолей в клинике


Материалом для морфологических исследований служили ткань опухоли молочной железы, забор которой производился сразу же после удаления операционного макропрепарата и биопсийный или операционный материал о пухоли мочевого пузыря. Контрольным материалом для сравнения изменений, вызванных Ukrain, являлся биопсийный материал, полученный до начала лечения из соответствующих опухолей.


Морфологические исследования имели широкий спектр и включали различные методы. Для изучения гистологической структуры опухолей с помощью светового микроскопа кусочки ткани фиксировались в 10% растворе нейтрального формалина и жидкости Карнуа, из которых по стандартным методикам [38] готовили препараты, окрашенные гематоксилином и эозином.


Для электронно-микроскопических исследований материал из здоровых и опухолевых участков молочной железы и мочевого пузыря в виде кусочков ткани (7-10) размером 1 мм помещали в 1% раствор четырехокиси осмия на 0,1М фосфатном буфере с рН 7,4 и, периодически помешивая, фиксировали при +4-50С в течение 2 часов (две порции). В процессе фиксации кусочки измельчали до 0,5 мм под контролем микроскопа МБС. После промывки в буферном растворе с сахарозой материал дегидратировали в спиртах восходящей концентрации и ацетоне и заливали в смесь эпона и аралдита. Срезы, изготовленные на ультратоме МГ-7000 ULTRA и LKB-3 (Швеция)  контрастировали уранилацетатом и цитратом свинца и изучали в электронном микроскопе ПЭМ-100 и фирмы «Jeolco» при увеличениях 6 и 10 тыс. Электронно-микроскопические изображения анализировали при конечных увеличениях 10 и 22 тыс. соответственно.


Для гистохимической идентификации уровней активности ряда ферментов из замороженных в жидком азоте кусочков ткани из здоровых участков и опухолевой ткани молочной железы и стенки мочевого пузыря готовились криостатные срезы. В цитоплазме опухолевых и здоровых клеток оценивались: митохондриальная активность по уровню сукцинатдегидрогеназы (SDH) и NADH-дегидрогеназы (NADH-DH); энергообеспеченность синтетических процессов в эндоплазматическом ретикулуме – по уровню глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (G6PDH); интенсивность анаэробного гликолиза – по уровню лактатдегидрогеназы (LDH); лизосомальная активность – по уровню кислой фосфатазы (AP). Активность дегидрогеназ выявлялась на криостатных срезах с помощью цветных тетразолиевых реакций по накоплению продукта реакции формазана и диформазана, активность АР – по Гомори [90]. Количественную оценку активности ферментов проводили на цитофотометре МФТХ-2М (ЛОМО) по коэффициенту пропускания света окрашенным срезом и выражали в условных единицах оптической плотности. Фотометрирование уровней активности дегидрогеназ выполняли при длине волны 580 нм, а АР – 610 нм.


Для изучения апоптоза использован набор “In situ cell detection Kit” фирмы “Enzo” (Boehringer-Mannheim), позволяющий определять непосредственно в ткани гибель клетки.


Условия при изготовлении препаратов из опухолей в сравниваемых группах пациентов были строго идентичны, а методики–стандартизированы.


2.2.5. Забор проб для исследования фонда свободных аминокислот и их производных у больных 


Забор крови для исследования производили при поступлении больных в стационар, после каждого курса лечения Ukrain и/или на 7-10 сутки после оперативного вмешательства. Образцы тканей сразу же после операции или биопсии погружали в жидкий азот. Последующая подготовка биологического материала к исследованию, определение аминокислот и их дериватов производились по описанным ниже (2.5.3) методикам. 


Для исследования фонда свободных аминокислот, иммунологических и клинико-биохимических параметров в клинических условиях были сформированы контрольные группы лиц, не страдающих злокачественными новообразованиями. Эти группы включали: для исследования перечисленных показателей у больных раком молочной железы — 25 лиц в возрасте от 40 до 65 лет, обследовавшихся по поводу доброкачественных заболеваний молочной железы; у больных раком мочевого пузыря— 25 лиц обоего пола в возрасте 50 – 70 лет, страдающих папилломами мочевого пузыря; у больных раком предстательной железы – 25 больных в возрасте 60-70 лет с I-II степенью доброкачественной гиперплазии предстательной железы. У лиц, входящих в состав контрольных групп, производился забор плазмы крови, а также биопсийного материала (здоровые ткани молочной железы и мочевого пузыря) способом, аналогичным таковому у больных опытных групп.

2.3. Оборудование и реактивы


В клинических исследованиях использовали гематологический анализатор «Micros» (Франция), гемокоагулометр GGL 2110 фирмы «Solar». 


В биохимические исследованиях крови больных использовали автоанализаторы для биохимических исследований «Spectrum CCX» фирмы Abbot, «Cormay» фирмы Cormay Di-Ana, «FP-901» фирмы Labsystems и «Stat Profile Ultra» фирмы Nova и наборы реактивов, поставляемые соответствующими фирмами. 


Определение уровней гормонов в плазме крови проводили с помощью стандартных наборов реактивов производства Института биоорганической химии НАН РБ на аппарате "Гамма" (Украина). Уровень PSA определяли методом иммуноферментного анализа на автоматическом анализаторе “Cobas Core” фирмы “Roche”.


Реактивы для иммунологических исследований (фиколл, ЭДТА, теофиллин, полиэтиленгликоль), а также реактивы (жидкости Буэна, Карнуа и СУФ) и красители, использованные при морфологических исследованиях, отечественного производства. Реагенты для иммунофлуоресцентной микроскопии (конъюгаты моноклональных антител и антимышиных иммуноглобулинов с FITC) фирмы SIGMA. 


В морфологических исследованиях использовали ультратомы LKB-3 (Швеция) и МГ-7000 ULTRA, электронные микроскопы ПЭМ-100 (СССР) и фирмы “Jeolco” и цитофотометр МФТХ-2М (ЛОМО). Для изучения апоптоза использован набор “In situ cell detection Kit” фирмы “Enzo” (Boehringer-Mannheim). Гистологические и ФМ-исследования проведены с помощью микроскопов Zeiss, Reichert и Olympus. Фотоснимки сделаны на фотопленках Fuji 100, 200, 400 и Kodak 1000.


Культура опухолевых клеток (HeLa) получена из НИИ онкологии и медицинской радиологии МЗ РБ. Среды для культивирования готовили из реактивов отечественного производства квалификации не ниже хч.


ВЭЖХ хроматограф состоял из системы подачи растворителя M501 (Waters Assoc., Milford, MA, USA), инжектора Rheodyne 7125, модуля термостатирования колонки TCM и детектора флуоресценции M420 (оба от Waters Assoc., Milford, MA, USA).


Среда RPMI-1640, а также клеточная линия промиелобластной лейкемии HL-60, адаптированная к росту in vitro, получена из коллекции клеточных культур НИИ цитологии (Санкт-Петербург).


Для осаждения клеток из суспензии использовали фильтры GF/В (Англия), закрепленные в системе «Домбитоп» (ДИА-М, Россия). При определении скорости синтеза белка использовали мембранные фильтры HUFS с диаметром пор 0,6 мкм (Чехия).

Подсчет радиоактивности проводили на жидкостном сцинтилляционном счетчике «Mark-II» (Nuclear Chicago, США).


Для автоматического анализа аминокислот и их производных в физиологических жидкостях и тканях использовали реактивы фирмы "Lachema". Стандартные растворы аминокислот и их метаболитов производства фирм "Calbiochem", "Fluka AG", Serva, Sigma, Reanal, остальные реактивы – отечественного производства (квалификации не ниже хч). Органические растворители имели квалификацию "осч для жидкостной хроматографии". Подвижные фазы, а также растворы стандартов готовили с использованием воды для ВЭЖХ, полученной тройной дистилляцией в стеклянном аппарате с последующим пропусканием через патрон "Norganic" и фильтрованием через мембранный фильтр HATF 0,45 мкм (Millipore, США). Хроматографические определения и отработку методов проводили на хроматографе Waters (Waters Assoc., США) и автоматическом анализаторе аминокислот Т-339М (Чехия). ВЭЖХ-система состояла из: системы подачи растворителя М501, модуля термостатирования колонок ТСМ, инжектора Rheodyne 7125, детекторов: поглощения М441 и флуоресценции М420. Аналитические колонки для ВЭЖХ произведены фирмой "Элсико" (Россия). Прием и обработка хроматографических данных осуществлялась с помощью программно-аппаратного комплекса "МультиХром-1" (а/о "МультиХром", г.Москва; версия программного обеспечения – 2.67). 


Меченые соединения (U-14C-лейцин, 1-14С-пируват, 51Cr и 2-оксо-14С-глутарат) поставлены ВО "Изотоп". НАД+ и НАДН+–"Reanal". 


В остальных методах использованы реактивы отечественного производства не ниже хч.

2.4. Методы оценки противоопухолевой активности препарата в эксперименте 


Исследования антипролиферативного воздействия Ukrain in vitro проводили на монослойной культуре штамма опухолевых клеток карциномы шейки матки человека (HeLa), являющейся наиболее оптимальной для этих целей [59] и выращиваемой в питательной среде 199 с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки и 100 мг/мл канамицина. Для экспериментов культуру клеток рассеивали в пенициллиновые флаконы (по 5-10(103 клеток) в 2 мл питательной среды. Для исследования цитотоксического и цитостатического действия препарата в системе in vitro через 2-3 суток после рассева в логарифмической фазе роста культуры клеток во флаконы с монослоем клеток добавляли 0,2 мл раствора исследуемого препарата в дистиллированной воде для инъекций, в конечной концентрации 0,5, 1,0, 2,5 или 5,0 мг/мл. Флаконы инкубировали в термостате при температуре 37°С в течение 1-7 суток, после чего монослой клеток диспергировали 0,02% раствором Версена и проводили подсчет числа клеток в камере Горяева. На каждую точку использовали 2-3 флакона.


Оценка действия Ukrain на солидные опухоли проводилась с помощью индексов и показателей по З.П.Софьиной и соавт. (1980) [164]:

1) Увеличение продолжительности жизни в процентах по сравнению с контролем. Является интегральным показателем влияния препарата на опухоль и организм. Рассчитывали по формуле:
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2) Процент торможения роста опухоли по весу:
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Кроме того, учитывали такие показатели, как динамика массы тела животных в ходе эксперимента, индекс эффективности препарата.


Для морфологического исследования брались кусочки из центра и периферии растущей опухоли. Биоптаты фиксировали в жидкости Буэна и СУФ, после проводки в спиртах заливались в парафин. Гистологические срезы окрашивались гематоксилином-эозином и по Ван-Гизон. Условия обработки гистологических препаратов были строго стандартизированы и соответствовали требованиям, изложенным в соответствующих руководствах [38]. Эффект воздействия препарата оценивался с учётом морфологической характеристики паренхимы и стромы опухоли и, в частности, по степени выраженности клеточного атипизма, наличию и выраженности вторичных изменений в опухоли, по состоянию сосудистой сети, а также по наличию в сосудах опухолевых эмболов.


Кроме этого, проводилась генотипическая оценка действия препарата на опухоль. С этой целью проведены цитологические исследования мазков-отпечатков опухоли с последующей стандартной обработкой результатов по методу И.Я.Зитаре (1984) [64]. При этом определялся индекс повреждения опухолевых клеток (индекс ядрышек К). Он исчислялся по следующей формуле:
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где a1 –количество клеток с ядрышками, а2 – количество клеток без ядрышек, в1 – общее количество голых ядер, в2 – общее количество клеток.


С учетом индекса ядрышек К принято выделять 3 степени повреждения опухолевых клеток [64].


При I степени повреждения (минимальное повреждение опухоли)–К(1,9. Воздействие примененных агентом на опухоль незначительное, характерным признаком является превалирование клеток с ядрышками и голых ядер без ядрышек.


При II степени повреждения (средняя степень повреждения опухоли)–0,5(К(1,9. Примененный лечебный препарат оказывает определенный, но не максимально возможный эффект. Характерным признаком является превалирование клеток без ядрышек с фокальным плазмолизом, а также голых ядер без ядрышек.


При III степени повреждения (высокая степень повреждения опухоли)–К(0,5. Примененный агент оказывает резко выраженное воздействие на опухоль. Наиболее характерным признаком являются превалирование голых ядер без ядрышек и голых ядер с признаками кариорексиса.


Для количественной характеристики лекарственного онкоморфоза, вызванного Ukrain, выполняли морфометрические исследования. На препаратах, окрашенных гематоксилином и эозином, измеряли диаметр очага некроза в опухоли (как в опыте, так и в контроле). На основании полученных исходных данных рассчитывали динамику изменения зоны некроза (в процентном исчислении) по формуле:
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Степень сохранения жизнеспособности клеток опухоли и ее пролиферативную активность оценивали по митотическому индексу. Подсчет митозов производили в 2000 клетках каждого гистологического среза опухоли, окрашенного гематоксилин-эозином [4,191].


2.4.1. Методы оценки иммунологической активности Ukrain in vitro

Для количественной оценки воздействия Ukrain на некоторые иммунокомпетентные клетки использовались нагрузочные тесты розеткообразования, фагоцитоза и цитолиза. Исходным материалом для исследований послужила периферическая кровь 15 доноров, стабилизированная гепарином (20 ЕД/мл).


Популяцию лимфоцитов выделяли путем центрифугирования венозной крови в градиенте плотности фиколл-верографин (d=1,077 г/см3). Полученную клеточную смесь трижды отмывали раствором Хенкса, доводили до концентрации 2(106 клеток/мл и помещали в 96-луночные планшеты (завод биополимеров, СПб.) в объеме 0,05 мл в каждую лунку. В таком же объеме в опытные пробы добавляли Ukrain (10 мкг/мл), в контрольные – физиологический раствор. Т-активные лимфоциты после инкубации с Ukrain определяли методом Е-розеткообразования с эритроцитами барана, а Т-хелперы – с моноклональными антителами к СD4. Изготовленные мазки фиксировали глутаровым альдегидом и окрашивали метиловым зеленым пиронином. Подсчет вели на 100 клеток [115].


Для определения функциональной активности нейтрофилов периферической крови был использован тест фагоцитоза, в качестве объекта которого использовали культуру стафилококка. В круглодонные лунки планшетов к 0,05 мл цельной крови добавляли равные объемы Ukrain (10 мкг/мл) и инкубировали 5 минут при 37°С. Отмытую суспензию золотистого стафилококка разводили раствором Хенкса до 100(106 /мл и добавляли по 0,05 мл в каждую лунку. Смесь инкубировали 30 минут (37°С), готовили мазки, фиксировали их в метаноле и окрашивали по Романовскому-Гимзе. При микроскопии под иммерсией вычисляли фагоцитарный индекс Гамбургера – процент фагоцитов, имеющих поглощенные частицы, от общего числа лейкоцитов [115].


Макрофаги получали из перитонеального смыва брюшной полости мышей линии С3НА по общепринятой методике [89]. Для этого за 24 часа до вскрытия животным внутрибрюшинно вводили 3% пептонную воду в объеме 2 мл. По истечении указанного времени им же дополнительно ввели (в/бр) по 5 мл среды без сыворотки. После 2-3 минутного массажа брюшка извлекали перитонеальный эксудат. Для подсчета количества клеток использовали по 200 мкл суспензии, оставшуюся суспензию помещали в одноразовые чашки Петри диаметром 40 мм и оставляли на 1 час в термостате при 370С. По окончании времени инкубации осторожно удаляли неприлипшие клетки, ополаскивали чашку средой и снимали макрофаги резиновым колпачком. Отмывку проводили 2-3 раза 0,9% раствором NaCl, после чего суспензию макрофагов разводили до необходимой концентрации.


Состав среды для культивирования макрофагов (среда F-12 НАМ–70%, эмбринальная телячья сыворотка–30%, L-глутамин–2 мкмоль/мл, бикарбонат натрия–1,2 г/л, гентамицин–100 мг/л, гепарин–10 ЕД/мл).


Цитолитическую активность макрофагов после 1-часовой предварительной инкубации их с Ukrain (10 и 80 мкг/мл), оценивали по высвобождению 51Cr из меченных клеток-мишеней (мышиной тимомы EL-4) [89]. Для этого суспензию макрофагов, полученную, как описано выше, разводили полной средой до концентрации 5(107 клеток/мл. Культивирование макрофагов проводили во влажной атмосфере, содержащей 5% СО2, при 370С. Препарат добавляли в среду на 1 час. По истечении этого времени проводили полную замену среды. Суспензию клеток-мишеней (EL-4) добавляли к клеткам-эффекторам в соотношении 5:1 на 4 часа. Раствор 51Cr (50 мкКи/5(106 кл/мл) вносили в среду в объеме 100 мкл на 1 час. По окончании времени инкубации по 100 мкл клеток-мишеней из каждой пробы переносили в пластиковые пробирки объемом 0,5 мл, которые затем помещали в гамма-счетчик для подсчета радиоактивности.


Специфическое высвобождение 51Cr (цитотоксический индекс, ЦТИ) подсчитывали по формуле:
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Спонтанное высвобождение 51Cr определяли при инкубации 1х106 меченных клеток-мишеней в отсутствии эффекторных клеток.


Полное высвобождение 51Cr определяли при инкубации такого же количества клеток EL-4 в присутствии 2% раствора тритона Х-100.


2.4.2. Метод определения концентрации Ukrain в плазме и тканях и исследование параметров фармакокинетики в эксперименте


В последние годы стало правилом при изучении нового препарата исследование его фармакокинетики и отработка оптимальных доз и режимов введения [131,146].


Ukrain (Tris{2-[5bS-(5ba-6b,12ba]-5b,6,7,12b,13,14-гексагидро-13-метил-[1,3]-бензодиоксоло-[5,6c]-1,3-диоксоло-[4,5-i]фенантридин-6-ол]-этанаминил}-фосфинсульфид•6HCl), обычно обозначают как тиофосфорное производное хелидонина. Однако, в препарате присутствует ряд соединений с различной структурой, включая как остаток свободных алкалоидов, так и продукты их дериватизации с триазиридидом тиофосфорной кислоты. Содержание хелидонина в сумме алкалоидов чистотела является наибольшим [375] и терапевтическая эффективность препарата, как и феномен флуоресценции in vivo обычно связывают с его тиофосфорным производным [372,375].


Из-за сложной структуры этого соединения, включая наличие четвертичных атомов азота, его селективное хроматографическое определение представляет сложность. В связи с широким диапазоном биологических эффектов Ukrain возможно наличие ряда систем транспорта в клетки с различными характеристиками связывания. Хотя было показано, что препарат после его назначения в такой высокой дозе как 19 мг/кг не связывается с высоким сродством с форменными элементами или белками плазмы и выводится с мочой в неизмененном виде [370], с другой стороны, Ukrain может удерживаться опухолевой тканью до 14 суток после последнего введения [223]. Очевидно, имеется возможность его связывания с определенными тканями при низких концентрациях. 


Для изучения фармакокинетики нами была использована клеточная линия карциносаркомы W-256. Выбор данного штамма обусловлен тем, что противоопухолевая активность Ukrain, по нашим данным, для этого вида опухоли была самой высокой (см. раздел 3.1.).В своих исследованиях мы исходили из того, что кинетические параметры препарата могут различаться у здоровых субъектов и опухоленосителей в связи с возможным накоплением его в зоне опухолевого роста. Поэтому мы детектировали Ukrain в плазме крови как интактных крыс, так и опухоленосителей после его однократного введения в дозах, близких к терапевтически активным. Основной флуоресцирующий компонент Ukrain определяли в плазме крови, печени, мышцах, сердце, головном мозге, почках, легких, и ткани опухоли в течение 180 минут после однократного введения препарата. Каждая точка на кривых элиминации Ukrain из исследуемых сред соответствовала средней величине из четырех определений. Фармакокинетические параметры рассчитывали методом нелинейной регрессии для двухкамерной модели.


В эксперименте использованы 40 крыс самцов линии Wistar массой 140-160 г в возрасте 3-4 месяцев. Ukrain вводили крысам контрольной и опытной (опухоленосители) групп в однократной инъекции в хвостовую вену (0,25 мг/кг). Опухоленосители брались в эксперимент на 7-е сутки после подкожной перевивки опухоли W-256 (1-2(106 клеток в изотоническом растворе NaCl). Крыс забивали декапитацией через 5, 15, 45, 90 или 180 мин после инъекции. Кровь собирали в гепаринизированные полипропиленовые пробирки и получали плазму центрифугированием (440g, 10 мин). Плазму осторожно отсасывали и депротеинизировали равным объемом 1M хлорной кислоты. Ткани хранили в жидком азоте до приготовления образцов. Навески тканей гомогенизировали (1:5) в 0,4 M хлорной кислоте, содержащей 50 мг/л ЭДТА и 50 мг/л Na2S2O5 в качестве антиоксиданта. Безбелковые экстракты получали центрифугированием (12000 g, 10 мин) и хранили до анализа при –18°C не более 48 часов. Определение содержания основного флуоресцирующего компонента Ukrain в тканях и плазме крови крыс проводили методом ВЭЖХ. Метод был разработан с.н.с. лаборатории аналитической биохимии института биохимии НАН РБ Дорошенко Е.М [56].


Предколоночное обогащение проб выполняли с использованием концентрирующей предколонки, которую устанавливали за пределами системы для обеспечения возможности ввода проб большого объёма. Использовались колонка 3x150 мм заполненная сорбентом Диасорб 130 C16T (Элсико, Москва, Россия), 8 мкм, и предколонка (4x5 мм), заполненная сорбентом Диасорб 130 C16T, 15 мкм. Пробы (от 2 до 6 мл) вводились после предварительного кондиционирования предколонки 1 мл воды; после пропускания пробы дополнительно вводили 1 мл воды для удаления из предколонки остатка хлорной кислоты. Пробы элюировали с предколонки в 1 мл раствора ацетонитрил/вода (60/40 об/об), после чего ацетонитрил упаривали струей азота. Весь конечный объем образца вводили в ВЭЖХ-систему. Состав подвижной фазы: 0,5 M KH2PO4; pH устанавливали 2,65 с помощью H3PO4, 10 мМ октилсульфоната натрия, 17,5 % (об/об) ацетонитрила. Скорость потока 0.4 мл/мин. Колонка термостатировалась при 40°C. Детектирование – по флуоресценции (возбуждение 360 нм, излучение 455 нм).


Хроматограммы принимались и обрабатывались с помощью программно-аппаратного комплекса МультиХром (АО МультиХром, Москва, Россия; версия программного обеспечения 2.67). Использовался метод количественного анализа по внешнему стандарту.


Хроматограмма стандартного раствора Ukrain приведена на рис. 2.12А, а суммы алкалоидов – на рис. 2.12В. Пик А на хроматограмме Ukrain мы расценивали как пик основного флуоресцрующего компонента. Его высота в пробах Ukrain из 4 различных серий препарата была практически одинаковой (в пределах 5%), он отсутствовал на хроматограмме суммы алкалоидов, полученной в тех же условиях, его хроматографические свойства (сильная зависимость удерживания от концентрации ион-парного реагента, эффективности разделения – от молярности и pH подвижной фазы и линейной скорости потока) 
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Рис..2.12. Хроматограммы (A) Ukrain (1 мг/мл, 10 мкл). (B) суммы алкалоидов Chelidonium majus L. (1 мг/мл, 10 мкл). 

указывают на то, что этот пик принадлежит соединению, обладающему относительно высокой молекулярной массой и свойствами достаточно сильного основания. Спектральные свойства этого пика: низкое поглощение в УФ-диапазоне и флуоресценция с максимумом возбуждения около 360-365 нм и излучения – 450-495 нм. Сходные характеристики флуоресценции наблюдаются и у тканей, в которых детектируется феномен флуоресценции после введения Ukrain in vivo [354]. Пик В (рис. 2.12А) также постоянно обнаруживался во всех исследованных сериях препарата, однако его высота изменялась в достаточно широких пределах (в 2-3 раза). Можно утверждать, что и это соединение отсутствует в сумме алкалоидов (рис. 2.12В). С другой стороны, на хромаограмме Ukrain, полученной с детектированием по флуоресценции, видны только следы флуоресцирующих свободных алкалоидов (не более 1 % по площади) по отношению к сумме алкалоидов.


На рис.2.13 представлена типичная хроматограмма безбелкового экстракта плазмы крови крысы через 90 мин после однократного внутривенного введения Ukrain. Пик А соответствует пику основного флуоресцирующего компонента препарата, что подтверждено методом сдвига пиков: а) изменением pH подвижной фазы, б) изменением концентрации ион-парного реагена, в) изменением температуры колонки, г) изменением чувствительности системы после изменения длин волн возбуждения/флуоресценции на 338/425 нм соответственно. Пик В (рис.2.12А) на этой хроматограмме не виден, однако, в некоторых пробах безбелковых экстрактов тканей практически отсутствовали мешающие пики, тем не менее, пик В на них не определялся.
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Рис.2.13. Хроматограмма плазмы крови крысы после однократного внутривенного введения Ukrain (0.25 мг/мл). Предколоночное обогащение из 1,5 мл плазмы.

2.5. Методы исследования метаболической активности Ukrain


2.5.1. Забор экспериментального материала для исследования


Крыс забивали декапитацией. Кровь (200 мкл) собирали в пробирки с 6% HClO4 для определения концентраций пирувата и лактата; затем кровь собирали в гепаринизированные пробирки и получали плазму центрифугированием на холоду. 


Образцы тканей забирали в течение 1 мин после забоя и фиксировали в жидком азоте, кроме этого, часть печени (1-2 г) помещалась на лед для определения активности ферментов и содержания субстратов в субклеточных фракциях.


2.5.2. Выделение субклеточных фракций


Митохондрии и гиалоплазму выделяли путем дифференциального центрифугирования при 10000 g из 10% гомогенатов в среде выделения (0,26 М сахароза – 0,01 М трис-буфер, рН 7,4, 0,001 М ЭДТА) [138]. 


Рибосомы выделяли из печени и опухолевой ткани животных с саркомой SМ-1. Для этого ткани гомогенизировали в стеклянном гомогенизаторе с тефлоновым пестиком в трёх объёмах буфера (0,25 М сахароза; 0,5 мМ MgCl2; 50 мM KCl; 20 мМ трис-HCl, pH 7,6). Гомогенат центрифугировали при 15000 g, 20 минут, к постимтохондриальной надосадочной жидкости добавляли тритон Х-100 до конечной концентрации 2%, наслаивали 3 мл полученного раствора на 2 мл 15%  сахарозы, содержащей те же соли, что и буфер для гомогенизации. После центрифугирования при 105000g (24ч при 4 С) получали осадок, содержащий полирибосомы [1].

2.5.3. Определение свободных аминокислот и их производных


Плазму получали путем центрифугирования крови в течение 15 минут при 1500 об/мин. Для депротеинизации к 2,0 мл плазмы добавляли равный объем 1 Н НСlО4 (в качестве внутреннего стандарта в нее добавляли норлейцин из расчета 250 нмоль/мл) и центрифугировали в течение 10 минут при 12000 g, после чего супернатант немедленно отделяли от осадка. Образцы тканей, до исследования хранившиеся в жидком азоте, гомогенизировались при 800 об/мин в гомогенизаторе со стеклянным пестиком в 10 объемах 0,2 Н HClO4, содержащей норлейцин (250 нмоль/мл). После этого гомогенат подвергали центрифугированию при идентичных плазме крови условиях и полученный безбелковый экстракт отделяли от осадка.Полученные таким образом безбелковые экстракты для определения фонда свободных аминокислот хранилось в течение всего времени до анализа при t–20оС. 


Количественная и качественная идентификация свободных аминокислот и их дериватов проводилась катионообменной хроматографией одноколоночным методом на автоанализаторе аминокислот Т-339 (Чехия) по модифицированному методу Benson J.R., Paterson J.A.(1974) [17].


Принцип метода заключается в элюции аминокислот и родственных им соединений ступенчатым градиентом Li-цитратных буферных растворов. После нанесения кислотного экстракта физиологических жидкостей или тканей на аналитическую колонку (22,0(0,35 см), заполненную сферическим катионообменником LGAN 2B (размер частиц 8 мкм) ("Lachema", Чехия) хроматографическое разделение исследуемых соединений последовательно осуществлялось 0,2 М, рН 2,8; 0,25 М, рН 2,95; 0,3 М, рН 3,2; 0,4 М, рН 5,0 Li- цитратными буферами. Скорость потока растворов 14 мл/час, рабочее давление на колонке 2,5-3,5 МПа. Температура анализа дискретно повышалась в середине аналитического цикла с 39о до 62оС. Количественное содержание каждого компонента спектра исследуемых соединений оценивалось по реакции с 2% раствором нингидрина (скорость потока 12 мл/час) в капиллярной бане при 100оС при длине волны 520 нм после прохождения через проточную кювету однолучевого фотометра. Обработка хроматограмм (определение высот и площадей пиков индивидуальных соединений, их идентификация и пересчет в концентрации) осуществлялся с помощью программно-аппаратного комплекса "Мультихром-1" (Россия). 


Качественная идентификация и количественная оценка полученных значений произведена путем сравнения результатов анализа исследуемых биологических объектов со стандартной калибровочной кривой искусственной смеси аминокислот и нингидринположительных компонентов. Последняя содержала равные количества определяемых соединений по 250 нмоль/мл каждого (концентраты стандартных смесей фирмы "Calbiohem", США) и подвергалась обработке средой для депротеинизации, содержащей внутренний стандарт, аналогично пробам плазмы крови и тканей.. В описанной системе последовательно элюировались и определены следующие соединения: цистеиновая кислота, таурин, фосфоэтаноламин, мочевина, аспарагиновая кислота, оксипролин, треонин, серин, аспарагин, глутаминовая кислота, глутамин, (-аминоадипиновая кислота, пролин, глицин, аланин, цитруллин, (-аминомасляная кислота, валин, цистин, метионин, цистатионин, изолейцин, лейцин, норлейцин, (-аланин, (-аминомасляная кислота, (-аминомасляная кислота, этаноламин, аммиак, орнитин, лизин и гистидин. Хроматограмма стандартной смеси аминокислот и их производных, а также типичная хроматограмма нингидринположительных соединений в плазме крови больных раком молочной железы представлена на рис.2.14, в печени и опухолевой ткани крыс-опухоленосителей W-256 – на рис. 2.15.


Весь цикл аналитического процесса (включая регенерацию колонки 0,2Н LiOH и ее стабилизацию) составлял 3 часа 20 мин. Воспроизводимость метода – (1,5%, чувствительность – 1х10-6 М.


2.5.4. Определение активности ферментов в экспериментальном материале

1) аспартатаминотрансфераза (AСT) и аланинаминотрансфераза (AЛT)


Активность ферментов определяли по методу Райтмана и Френкеля в модификации Колб В.Г. и Камышникова В.С. [80].


Принцип метода основан на переаминировании аланина в пируват и аспарагиновой кислоты в оксалоацетат соответственно. Оксалоацетат неферментативно декарбоксилировался, превращаясь в пируват. Таким образом, конечным продуктом обеих реакций является пируват, который определялся спектрофотометрическим методом с помощью 2,4-динитрофенилгидразина, образующий в щелочной среде с пируватом красно-бурый динитрофенилгидразон пировиноградной кислоты.

аспарагиновая кислота + 2-=оксоглутарат 
[image: image28.wmf] глутамат + оксалоацетат (1)

аланин + 2-оксоглутарат 
[image: image29.wmf] глутамат + пируват
(2)


Для определения активности аспартатаминотрансферазы, в пробирку вносили 0,5 мл субстратного раствора для определения AСT, содержащего 2 мМ 2-оксоглутарата, 1 мМ L-аспарагиновой кислоты и рН=7,4 и прогревали при 37°С в течение 5 мин. Затем добавляли 0,1 мл испытуемой сыворотки и пробирку помещали на 60 мин в термостат при 37°С. После извлечения из термостата в пробирку добавляли 0,5 мл раствора 2,4-динитрофенилгидразина и выдерживали в течение 20 мин, после чего добавляли 5 мл 0,4 н NaOH и после тщательного перемешивания раствора оставляли на 10 мин для развития окраски. Оптическую плотность полученного раствора определяли спектрофотометрически.


Для определения активности аланинаминотрансферазы в пробирку с 0,5 мл субстратного буфера для определения AЛT (2 мМ 2-оксоглутарата и 1 мМ L‑аланина при рН=7,4) добавляли 0,1 мл испытуемой сыворотки и на 30 мин помещали в термостат при 

37°С для инкубации. Дальнейший ход анализа осуществлялся таким же образом, как для определения активности аспартатаминотрансферазы.
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Рис. 2.14. Хроматограмма стандартной смеси (А) аминокислот (250 (М каждого соединения) и свободных аминокислот и их производных в плазме крови (Б) при разделении их методом ионообменной хроматографии
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Рис. 2.15. Хроматограмма свободных аминокислот и их производных в печени (А) и опухолевой ткани (Б) экспериментальных животных с опухолью W-256 при разделении их методом ионообменной хроматографии

2) Пируват- и 2-оксоглутаратдегидрогеназы


Активность ферментов определяли в митохондриях печени методом, основанным на восстановлении феррицианида в ферроцианид при окислении пирувата, детектируемого по поглощению при 417 нм. Активность выражалась в ммоль К3[Fe(CN)6]/г белка за 10 минут [124].


Активность пируватдегидрогеназы определяли также в печени по скорости декарбоксилирования [1-14С]-пирувата [124]. Образующийся при этом 14СО2 улавливали при помощи тиамин гидрохлорида, нанесенного на бумажные фильтры. Радиоактивность измеряли на счетчике Mark II, с использованием сцинтилляционной смеси "Диатол". Активность выражали в нмоль окисленного пирувата на мг белка в минуту [250].


Активность 2-оксоглутаратдегидрогеназы определяли аналогично, используя в качестве субстрата [2-С14-оксоглутарат] [250].

3) Ферменты цикла трикарбоновых кислот


Активности ферментов (малатдегидрогеназы, изоцитратдегидрогеназы и глутаматдегидрогеназы) определялась в печени в митохондриальной и гиалоплазматической фракциях. 


Активность ферментов регистрировалась спектрофотометрически по образованию или убыли восстановленных форм никотинамидных коферментов. Использовали среды для инкубации, предложенные для NADP-зависимых изоцитрат-, малат- и глутаматдегидрогеназ [74,220].

4) Гексокиназа и глюкозо-6-фосфатаза.


Гексокиназа катализирует образование глюкозо-6-Ф, согласно следующему уравнению: 

Глюкоза + АТФ 
[image: image34.wmf] АДФ + глюкозо-6-фосфат


Активность ферментов определяли по скорости образования АДФ и глюкозы [124] 


2.5.5. Определение концентрации субстратов

а) пируват (пировиноградную кислоту) определяли по методу, основанному на окислении NADН в присутствии избытка лактатдегидрогеназы (ЛДГ) [124]. Равновесие реакции при рН=6,9 и в присутствии NADН сдвинуто в сторону образования лактата:

ПК + NADH + Н+ 
[image: image35.wmf] 

ЛДГ

 

 МК + NАD+
(3)


При избытке NADН пируват количественно превращается в лактат, убыль NADН эквивалентна уменьшению экстинкции при 340 нм.

б) Митохондриальное соотношение свободных форм НАД/НАДН оценивали расчетным путем на основании глутаматдегидрогеназной реакции:
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где К–константа равновесия для НАД-зависимой глутаматдегидрогеназы, равная 3,87·10‑6М [34].

в) глюкоза: определяли энзиматически по методу, основанному на сочетании гексокиназной реакции и окислении образуемого глюкозо-6-фосфата в 6‑фосфоглюконат при помощи глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы [34]:

1) глюкоза + АТP 
[image: image37.wmf] 

 глюкозо-6-фосфат + ADP

2) глюкозо-6-фосфат + NADP 
[image: image38.wmf] 

 6-фосфоглюконат + NADPH + Н+

Обе реакции практически необратимы, и фосфориллирование 1 моля глюкозы сопровождается восстановлением 1 моля NADP. Измерение количества восстановленного NADPН производилось спектрофотометрически при 340 нм [97].

г) Глюкозо-6-фосфат определяли по способу [220], основанному на реакции:

1) глюкозо-6-фосфат+NADP+ 
[image: image39.wmf] 
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Реакция практически необратима. Определение проводилось по количеству восстановленного NADPН спектрофотометрически (при 340 нм) [97]. 

д) Белок в гиалоплазме и митохондриях определяли по методу Лоури [398].


2.5.6. Исследование скорости синтеза белка


Скорость синтеза белка in vitro под влиянием препарата Ukrain оценивали по изменению включения радиоактивного предшественника синтеза белка (14С-лейцина) в контрольные и опытные образцы [176].


Первичную культуру клеток больных злокачественными новообразованиями молочной железы и простаты получали путем ферментативной дезагрегации биоптатов (коллагеназа 100 ед/мл, 20 мин, 370С) в полной среде для культивирования (среда RPMI-1640 c Hepes – 80%, эмбриональная телячья сыворотка– 20%, L-глутамин – 2 мМ, гентамицин – 0,2 мг/мл). Клеточная линия промиелобластной лейкемии HL-60, адаптированная к росту in vitro, получена из коллекции клеточных культур НИИ цитологии (Санкт-Петербург). По 100 мкл суспензии трех видов опухолевых клеток помещали в лунки 96-луночного планшета («Nuclon»). Исходная концентрация опухолевых клеток составляла 1 млн клеток/мл. Через 1 час в каждую лунку добавляли по 50 мкл исследуемого препарата в концентрациях 5, 10, 15 мкг/мл (или 20, 40 и 80 мкг/мл), используя по три параллельных серии для каждой концентрации. В контрольные образцы добавляли по 50 мкл 0,9% раствора NaCl.


Время инкубации составило 1, 2, 4 и 24 часа (влажная атмосфера, содержащая 5% СО2, 370С). За 1 час до окончания времени инкубации в среду вносили 20 мкл (2,17 мкКи) 14С-лейцина. Клеточную суспензию дважды отмывали средой без сыворотки, осаждали на фильтры GF/В (Англия), закрепленные в системе «Домбитоп» (типа «Harvester»), которые дважды промывали средой, раствором 5% трихлоруксусной кислоты ( 3 раза) и метанолом (1 раз). После чего фильтры высушивали на воздухе, разрезали, помещали во флаконы с 10 мл диоксанового сцинтиллятора (POPOP (1,4-Ди(2-(5-фенилоксазолин бензол) – 0,2 г, PPO (2,5-дифенилоксазол) – 4,0 г, нафталин – 60,0 г, метиловый спирт – 100 мл, этиленгликоль – 20 мл, 1,4-диоксан – до 1 л) и выдерживали в темноте в течение 1 часа для гашения хемилюминисценции. Подсчет связанной с клетками радиоактивности проводили в (-счетчике «Mark-II» (США) в течение 1 мин и выражали в имп/мин/1 млн клеток.


Для оценки скорости синтеза белка in vivo в эксперименте использованы крысы–опухоленосители саркомы SМ-1. Контрольная группа опухоленосителей находилась на обычном рационе с потреблением пищи и питьевой воды ad libidum. Опытной группе животных на этом фоне ежедневно в течение 10 дней (начиная с 5 дня после перевивки опухоли) вводили Ukrain: 0,25 мг/кг, в/бр и/или в/в, и 0,5 мг/кг, в/в. 


Сутки до забоя животные голодали. Импульсную метку [U-14C] лейцина в индикаторной дозе (15 мкКи/ 100 г массы тела животного) вводили в подогретом до 37 С виде внутрибрюшинно, за 5 минут до декапитации, после которой в течение фиксированного времени (30 сек.) извлекали печень и опухоль и выделяли из тканей полирибосомы (см. 2.5.2.) в виде осадка.


Сорбированные на нем меченные аминокислоты и [U-14C] аминоацил-т-РНК удаляли добавлением равного объёма 0,2М NaOH и инкубацией этой смеси 15 минут при комнатной температуре. Затем белок переосаждали добавлением холодной трихлоруксусной кислоты до конечной концентрации 10% на мембранные фильтры HUFS с диаметром пор 0,6 мкм (Чехия), которые для подсчёта радиоактивности помещали во флаконы с толуоловым сцинтиллятором. Последнюю определяли на жидкостном сцинтилляционном счётчике Mark II. Удельную радиоактивность в образце рассчитывали на 1 мг белка.

2.6. Математическая обработка результатов


Кроме общепринятого сравнения исследуемых показателей с применением Т-статистики и критерия Стьюдента, использовали методы корреляционного и линейно-дискриминантного анализа [174].


Это позволило при необходимости исследовать систему случайных признаков (например, концентрации отдельных свободных аминокислот и их дериватов), свойства которой в значительной степени определяются взаимосвязями между последними, и при помощи числовых значений охарактеризовать ее многомерными законами распределения [10]. Преимуществом применяемых нами методов является минимальное искажение самой структуры выборок, снижающее субъективность при дискриминации групп и интерпретации главных компонент и обеспечивающее тем самым высокую воспроизводимость получаемых результатов. 


Основными задачами применяемого нами многокомпонентного анализа были:

1) выявление скрытых, объективно существующих закономерностей формирования аминокислотного пула различных биологических объектов; 

2) описание этих закономерностей меньшим, чем число первоначально исследованных соединений, количеством главных компонент; 

3) выявление стохастической связи уровня исследованных соединений с главными переменными. 


Все это позволяет обосновать схему управляющего воздействия при коррекции нарушений, возникающих на фоне метаболического дисбаланса [113].


Корреляционный анализ концентраций определяемых соединений позволил количественно определить взаимозависимость изменения уровня исследуемых показателей, определение которых информативно для оценки ситуаций метаболического дисбаланса. Сравнение возникающих "нетрадиционных" метаболических или функциональных связей между содержанием аминокислот и их производных позволило определить последовательность нарушений их обмена в экспериментальных или клинических ситуациях. Информативность уровня отдельных соединений определялась в процессе линейно-дискриминантного анализа, где его критерием (включения или выключения переменной из дискриминантной функции) являлось F-значение статистики Фишера [174]:


Линейно-дискриминантный анализ проводился методом главных компонент, позволяющим также по значению D2 -Махаланобиса определить расположение в пространстве всех исследованных нами показателей [259].


Средние значения показателей в группах сравнивали с помощью Т-критерия Стьюдента; внутригрупповые значения корреляций оценивали по корреляционным матрицам Пирсона; корреляции считали достоверными при значениях |r| = 0,78 и выше. Значимость отдельных показателей в выборке оценивали по значениям F-констант Фишера; наличие различий между группами оценивали по матрицам классификации при дискриминантном анализе, а также по расположению групп и отдельных реализаций в плоскости двух главных компонент (по расстояниям D2 Махаланобиса) [10].


Перечисленные методы были реализованы по статистическим программам для медико-биологических исследований 3d и 7m из пакета ВМDР (BMDP Statistical Software) [259]. Параметры фармакокинетики Ukrain в эксперименте рассчитывали с использованием оригинальной программы, использующей соответствующие формулы для расчета констант [408].


Результаты изучения активности ферментов при гистохимическом исследовании тканей обрабатывались методом вариационной статистики с использованием пакета программ «Statistic for Windouws». 


Критериями оценки эффективности лечения Ukrain были показатели выживаемости, полученные с помощью динамического (актуриального) метода или методом расчета по таблице дожития и в соответствии с рекомендациями ВОЗ (Женева, 1979) [151]. Анализ выживаемости больных раком молочной железы и мочевого пузыря проводился через 48 и 36 месяцев соответственно от начала лечения. В качестве точки отсчета принимался день начала лечения (операции) для РМЖ и день окончания введения Ukrain – для РМП.

ГЛАВА 3. Результаты исследования противоопухолевой активности, фармакокинетики и метаболических эффектов препарата Ukrain в эксперименте

3.1. Оценка противоопухолевой активности Ukrain

3.1.1. Цитостатический эффект в модели in vitro

На первом этапе экспериментальных исследований нами была проведена оценка цитостатического действия препарата Ukrain на клеточной культуре HеLа. Эффективность действия препарата в наибольшей степени проявлялась на 3-4-е сутки после его введения в инкубационную среду клеток. Полученные результаты свидетельствуют о том, что in vitro препарат оказывает выраженное ингибирующее (тормозящее) влияние на размножение опухолевых клеток HeLa в интервале концентраций 2,5-5,0 мг/мл. Данные о зависимости эффекта препарата от концентрации, выраженные в виде процентного по отношению к контролю содержания клеток во флаконах на 3-4-е сутки после добавления препарата, представлены на рис.3.1.
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Рис. 3.1. Зависимость гибели клеток HeLa от концентрации Ukrain in vitro через 3 сут инкубации. Каждая точка является средним из 4 определений


3.1.2. Оценка противоопухолевого эффекта Ukrain на перевиваемых опухолях


Нами изучено также влияние Ukrain на базовые критерии противоопухолевой активности на трех штаммах перевиваемых опухолей животных. С целью выявления оптимального способа введения препарата и использования его в последующих экспериментах противоопухолевый эффект оценивался в параллельных опытах при в/венном и в/брюшинном применении Ukrain.


Наши исследования показали, что Ukrain вызывает торможение роста опухоли, независимо от способа его введения в организм опухоленосителей и штамма опухоли (табл. 3.1). Однако, судя по проценту торможения роста опухоли и индексу эффективности, более оптимальным является внутривенный способ применения препарата. Среди исследуемых перевиваемых опухолей наиболее чувствительными оказались карциносаркома W-256 и альвеолярный рак печени PC-1. Процент торможения для данных опухолей составил 64,7 и 65,9%, а индекс эффективности – 2,83 и 2,94 соответственно.

Таблица 3.1

Влияние Ukrain на массу опухолей в зависимости от способа введения

	Штамм опухоли
	Контроль

(масса опухоли, г)

n=20
	Опытные группы

	
	
	В/венный способ введения

n=24
	В/брюшинный способ введения

n=25

	
	
	Масса опухоли, г
	% торможения роста опухоли
	Индекс эффективности
	Масса опухоли, г
	% торможения роста опухоли
	Индекс эффективности

	W-256
	23,86(1,12
	8,42(0,20*
	64,7
	2,83
	10,08(0,84*
	57,8
	2,37

	SМ-1
	9,38(1,87
	5,25(0,94*
	44,0
	1,79
	6,68(0,83
	28,8
	1,40

	PC-1
	11,10(1,03
	3,78(0,42*
	65,9
	2,94
	6,58(1,06*
	40,7
	1,69


*– р<0,05 по отношению к контролю


Анализ такого важного интегрального показателя влияния Ukrain на опухоль и организм, как увеличение продолжительности жизни, показал эффективность препарата также при обоих способах применения. Результаты опыта представлены в таблице 3.2, из которой видно, что препарат при внутривенном применении вызывает достоверное, по отношению к опухоленосителям контрольной группы, увеличение продолжительности жизни у опухоленосителей W-256 и SM-1, а в случае рака PC-1 продолжительность жизни также имеет выраженную тенденцию к увеличению. Менее выраженная, но аналогичная тенденция к увеличению продолжительности жизни прослеживается и при внутрибрюшинном введении Ukrain. И в этой ситуации препарат был более эффективен в отношении опухолей W-256 и SM-1.


Угнетение Ukrain опухолевого роста коррелировало с массой тела крыс-опухоленосителей. В таблице 3.3 представлены данные по динамике массы тела крыс в экспериментах (за вычетом массы опухоли) при различных способах введения Ukrain. В отличие от контрольных групп, где животные всегда имели отрицательную динамику массы тела, при внутривенном введении Ukrain наблюдался прирост веса животных со всеми исследованными штаммами опухолей от 3,8% до 9,3%. Последнее указывает на то, что действие опухоли как фактора снижения массы тела животных при применении Ukrain резко снижалось.

Таблица 3.2

Выживаемость крыс-опухоленосителей при различных способах введения Ukrain
	Штамм опухоли
	Средняя продолжительность жизни, суток
	Увеличение продолжительности жизни, в % к контролю

	
	Контроль

n=19
	Ukrain
	

	
	
	В/венно

n=23
	В/брюшинно

n=20
	В/венно
	В/брюшинно

	W-256
	17,6(0,9
	25,4(1,1*
	22,3(0,6*
	44,3
	27,0

	SМ-1
	18,8(1,2
	24,6(1,8*
	23,8(1,6
	30,9
	26,6

	PC-1
	21,3(3,1
	28,6(4,3
	25,7(5,1
	34,3
	20,6


*– p<0,05 в сравнении с контролем

Таблица 3.3

Влияние Ukrain на изменение массы тела крыс-опухоленосителей при различных способах введения 

	Штамм опухоли
	Группы животных
	Масса тела до начала лечения (г)
	Масса тела по окончании эксперимента
	Масса тела в % к исходной

	W-256
	Контроль (n=24)
	140,8(3,0
	121,9(3,0
	-13,4(1,9

	
	В/венно (n=25)
	144,5(4,7
	131,1(7,4
	9,3(2,6*

	
	В/брюшинно (n=23)
	142,5(7,4
	146,9(11,2
	3,1(0,9

	SМ-1
	Контроль (n=20)
	145,0(4,7
	131,2(3,8
	-9,5(2,7

	
	В/венно (n=24)
	130,4(4,6
	135,4(5,1
	3,8(2,0

	
	В/брюшинно (n=22)
	133,8(3,2
	130,9(8,3
	-2,2(1,4

	PC-1
	Контроль (n=19)
	154,9(6,0
	144,4(10,4
	-6,8(0,3

	
	В/венно (n=23)
	137,3(3,5
	129,2(13,7
	5,7(1,8*

	
	В/брюшинно (n=20)
	134,6(1,2
	135,4(6,6
	-0,6(0,9


*– p<0,05 в сравнении с контролем


Таким образом, проведенные исследования показали, что Ukrain обладает выраженной противоопухолевой активностью как в системе in vitro, так и в опытах на животных с солидными опухолями. Анализ критериев противоопухолевой активности в опытах на животных позволил установить зависимость между эффективностью препарата и способом его введения в организм: при внутривенном введении Ukrain оказывает заметно большее противоопухолевое действие. Как показали результаты исследований, наибольшей чувствительностью к Ukrain обладает карциносаркома Уокер-256, в несколько меньшей степени препарат подавляет рост альвеолярного рака печени РС-1 и саркомы SМ-1.


3.1.3. Морфологическая оценка противоопухолевой активности препарата


При патогистологическом исследовании опухоли оценивались такие морфологические признаки терапевтического онкоморфоза [64], как дискомплексация опухоли, кариопикноз, кариорексис опухолевых клеток, размеры очагов некроза и кровоизлияний, состояние сосудистого русла, степень выраженности воспалительной инфильтрации в опухоли.


В результате исследования установлено, что топоморфологическая характеристика строения изученных трех типов опухолей как у контрольных, так и опытных животных была в целом однотипной, что позволило нам выделить 3 зоны:

1. Пограничная зона — это периферические отделы опухоли. В этой зоне отмечалось формирование псевдокапсулы в случае преимущественно экспансивного роста с оттеснением и атрофией прилежащих тканей. Псевдокапсула представлена прослойками соединительной ткани, сосудами, в ней отмечалась лимфогистиоцитарная инфильтрация. Ширина псевдокапсулы была различной, местами она не контурировалась, т.е. носила прерывистый характер. Нередко в псевдокапсуле и за ее пределами можно было видеть комплексы опухолевых клеток, что свидетельствует об инфильтративном характере роста опухоли.

2. Промежуточная зона. Была представлена опухолевыми клетками, которые располагались в виде гнезд, отграниченных друг от друга прослойками соединительной ткани различной толщины. Размеры гнезд весьма вариабельны. Опухолевые клетки характеризовались резко выраженным полиморфизмом, нередко с наличием полиплоидных ядер и обилием моно- и полиполюсных митозов. В пользу клеточного атипизма свидетельствовало также наличие двуядерных и многоядерных клеток и различные формы патологических митозов: пульверизация хромосом, наличие хроматидных мостиков, отставание хромосом в метафазе и при расхождении их к полюсам, рассеивание гиперспирализованных хромосом, многополюсные митозы, трехгрупповые метафазы, полые метафазы и др.

3. Центральная или зона некроза опухоли. В этой зоне определялись резко выраженные некробиотические и некротические изменения опухолевой ткани, при этом последняя была представлена «тенями» опухолевых клеток, строма опухоли представлялась менее измененной. Наблюдалось две морфологические разновидности деструктивных изменений опухолевых клеток: в одних случаях гибнущие клетки имели бледно окрашенную цитоплазму и ядро, а в других – наблюдалось гомогенное окрашивание цитоплазмы в синий цвет, а ядро вообще не определялось. В сосудах опухоли отмечалось неравномерно выраженное полнокровие: одни сосуды были резко расширены и полнокровны, другие были умеренно расширены и практически обескровлены. Нередко стенка кровеносных сосудов была инфильтрирована опухолью, довольно часто в просвете сосудов определялись эмболы из опухолевых клеток. 


После введения исследуемого препарата во всех случаях определялись некрозы различной величины: от микроскопических до субтотальных, когда паренхима опухоли была представлена лишь группами клеток. По периферии зоны некроза отмечались некробиоз и дистрофия опухолевых клеток. В пограничной зоне опухолевые клетки были с большим количеством патологических митозов.


Как видно из рис.3.2, у животных, подвергавшихся воздействию препарата, отмечались, в сравнении с контролем, существенные изменения ядерного аппарата опухолевых клеток, о чем свидетельствует значение индекса ядрышек К. Более значительная степень этих повреждений наблюдалась у животных с опухолью W–256 и саркомой М–1 на фоне других выраженных морфологических признаков терапевтического онкоморфоза.
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Рис. 3.2. Значения индекса повреждения в опухолевых тканях при различных способах введения Ukrain в дозе 0,25 мг/кг в сутки. Длительность введения – см. 2.3.


Судя по значениям митотического индекса, препарат значимо ингибировал пролиферативную активность исследуемых опухолей и особенно — карциносаркомы Уокера (рис.3.3).


Кроме того, как показали результаты морфометрического анализа (табл. 3.4), средний размер зоны некроза как конечного проявления противоопухолевого эффекта Ukrain был достоверно (на 72 – 96 %) большим по отношению к контролю для опухолей W-256, SM-1 и на 53,4 %–для альвеолярного рака печени (PC-1).


Из вышеизложенного можно заключить, что Ukrain оказывает ростингибирующее действие на тестируемые опухоли, увеличивая продолжительность жизни экспериментальных животных.
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Рис. 3.3. Количество митозов на 1000 клеток в опухолевой ткани при различных способах введения Ukrain.

Таблица 3.4

Величина зоны некроза, индуцированная Ukrain, в различных видах опухолей

	Вид опухоли
	Средний размер очага некроза

в опухоли, мкм
	Процент увеличения

зоны некроза

	Контроль (n=24)
	312,3(31,7
	—

	W-256 (n=25)
	613,0(48,5*
	96,2

	SM-1 (n=24)
	538,7(36,1*
	72,5

	PC-1 (n=23)
	479,2(84,3
	53,4


*–р<0,05 в сравнении с контролем


3.1.4. Иммунологическая активность Ukrain in vitro

С целью прогнозирования эффективности Ukrain в клинике нами проведены исследования по оценке действия препарата на иммунокомпетентные клетки в системах in vitro. Понимая, что экстраполяция экспериментальных данных на клиническую ситуацию не всегда корректна, а реакция клеток на препарат в целом организме и вне его далеко не однозначны, мы, вместе с тем, надеялись получить ответы хотя бы о направленности иммунологических реакций под влиянием Ukrain.


В качестве модели для изучения описанных в литературе иммуномодулирующих свойств Ukrain нами использован доступный клеточный нагрузочный тест розеткообразования. Результаты инкубации клеток с Ukrain показали, что препарат обладает значимой способностью увеличивать субпопуляции Т-активных лимфоцитов (на 50%), и в меньшей степени (на 16%) Т-хелперов (рис.3.4).
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Рис. 3.4. Влияние Ukrain на пролиферативную активность субпопуляций Т-лимфоцитов, фагоцитоз и цитолитическую активность макрофагов


Изучение функциональной активности нейтрофилов периферической крови при нагрузке Ukrain в тесте фагоцитоза показало, что препарат обладает определенной стимулирующей активностью в отношении фагоцитирующей способности нейтрофилов (см. рис.3.4).


Исследуя действие препарата Ukrain на одно из звеньев иммунитета – мононуклеарно-фагоцитарную систему, мы установили, что препарат значимо стимулирует киллерную активность макрофагов. Так, 1-часовая обработка Ukrain перитонеальных макрофагов мышей линии С3НА значительно усиливает цитолитическую активность макрофагов (с 25,8% до 75,6% – если концентрация препарата составляла 10 мкг/мл и с 25,8% до 50,1% – в случае добавления его в дозе 80 мкг/мл). Таким образом, увеличение дозы Ukrain до 80 мкг, сопровождалось менее выраженным повышением цитотоксической активности макрофагов (рис. 3.4). Последнее, вероятно, может быть обусловлено как непосредственным токсическим действием высоких концентраций препарата на макрофаги, так и свойственным для иммуномодуляторов эффектом обратной дозозависимости, (стимуляция в малых дозах и супрессия – в больших).


Таким образом, результаты изучения иммунологической активности Ukrain в нагрузочных тестах in vitro показали его высокую способность стимулировать пролиферацию розеткообразующих форм лимфоцитов, в частности, в отношении таких фенотипов Т-лимфоцитов, как Т-активные формы и Т-хелперы, а также индукцию препаратом фагоцитарной активности нейтрофилов. Ukrain в дозе 10 мкг/мл, в меньшей степени – 80 мкг/мл стимулировал функциональную (цитолитическую) активность макрофагов на опухолевые клетки-мишени (мышиная тимома EL-4). Вышеперечисленные факты позволяют сделать заключение о наличии у препарата иммуномодулирующей способности в отношении ряда параметров клеточного иммунитета.

3.2. Параметры фармакокинетики препарата в эксперименте


Проведенные ранее исследования (гл. 1) дают представление о метаболизме препарата в организме здоровых животных. Однако, на наш взгляд, для клинического применения препарата актуально изучение распределения и метаболизма Ukrain в организме опухоленосителя.


Концентрации свободного Ukrain в плазме, определенные исходя из высоты пика основного флуоресцирующего компонента на хроматограммах, оказались как у контрольных животных, так и у опухоленосителей ниже, чем можно было ожидать, исходя из равномерного распределения препарата (рис.3.5). Кривая элиминации Ukrain в группе W-256 проходила определенно ниже, чем в контрольной группе, указывая на более высокую скорость исчезновения препарата из крови опухоленосителей. Наибольшая разность между двумя группами наблюдалась в пределах 15-60 мин после инъекции и достигала 36%. Обе кривые не могут быть описаны экспоненциальным уравнением.
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Рис. 3.5. Концентрация Ukrain в плазме крови крыс после его однократного введения в дозе 0,25 мг/кг. Каждая точка является средним из 4 определений.


Содержание свободного Ukrain в печени (рис.3.6) было ниже, чем в плазме крови. Интерполируемая максимальная концентрация препарата наблюдалась около 15-20 мин поле инъекции, указывая на наличие небольшого накопления Ukrain в ткани печени. Такого накопления не наблюдалось в группе W-256. Таким образом, различие между группами было наибольшим через 15 мин после инъекции, уменьшаясь до 180 мин.
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Рис. 3.6. Концентрация Ukrain в печени крыс после его однократного введения в дозе 0,25 мг/кг. Каждая точка является средним из 4 определений.


В мышцах и сердце концентрация Ukrain была относительно низкой (рис.3.7-3.8). Через 180 мин после введения эти концентрации были вблизи предела обнаружения (около 8-10 нг/г), что не давало возможности корректно обработать хроматограммы. Концентрация Ukrain в мышцах крыс с W-256 была ниже, чем в контроле. Накопления Ukrain в мышцах не наблюдалось. Содержание Ukrain в сердце было несколько выше, чем в мышцах. Через 5 и 15 мин после инъекции концентрации Ukrain в сердце были почти одинаковыми. Это может означать возможное небольшое удерживание Ukrain в сердце. Формы кривой элиминации для сердца были сходными для обеих исследованных групп.


Концентрации Ukrain в мозге были наиболее низкими среди всех тестированных тканей (рис.3.9). Однако скорость исчезновения Ukrain из мозга также была наиболее низкой, особенно у опухоленосителей. Это может означать относительно низкую проницаемость гематоэнцефалического барьера для Ukrain, кроме этого, можно предположить некоторое удерживание Ukrain в центральной нервной системе. Однако, концентрации Ukrain в головном мозге были значительно ниже, чем в плазме крови (от 2 до 6 раз); через 180 мин концентрации в мозге были ниже 10 нг/г в обеих исследованных группах. Таким образом, нет оснований полагать, что имеет место накопление Ukrain в мозге.
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Рис. 3.7. Концентрация Ukrain в мышцах крыс после его однократного введения в дозе 0,25 мг/кг. Каждая точка является средним из 4 определений.
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Рис. 3.8. Концентрация Ukrain в сердце крыс после его однократного введения в дозе 0,25 мг/кг. Каждая точка является средним из 4 определений.
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Рис. 3.9. Концентрация Ukrain в головном мозге крыс после его однократного введения в дозе 0,25 мг/кг. Каждая точка является средним из 4 определений.


Содержание Ukrain в почках были относительно высокими через 90 и 180 мин после инъекции (рис.3.10). Подъем кривой элиминации через 15 мин был явно заметен в каждой из исследованных групп. Однако, кривые имели сложный характер и не могут быть полностью описаны с точки зрения как элиминации неизмененного Ukrain почками, так и накопления препарата в почечной ткани. Оба процесса могут иметь место одновременно, но, исходя из факта, что максимальное содержание Ukrain в почечной ткани наблюдалось в те же сроки после инъекции, что и в других исследованных тканях, можно с большей степенью вероятности предполагать активный захват препарата тканями. Кинетические характеристики такого захвата, вероятно, сходны для всех исследованных тканей, кроме головного мозга. Почечная концентрация Ukrain была ниже в группе W-256 только в короткие сроки после инъекции.


Кривая концентрации Ukrain для легочной ткани (рис.3.11) напоминала таковую для мышц, хотя различие между группами через 15 мин после инъекции были более выраженными и сами концентрации были выше.


Различие между концентрациями Ukrain в плазме крови и всеми исследованными тканями, кроме головного мозга, были меньшими через 5 мин, чем через 15 мин после инъекции как в контрольной, так и в группе опухоленосителей.


Концентрация Ukrain в ткани опухоли W-256 была наиболее высокой среди всех исследованных тканей (рис.3.12). Через 15 мин после инъекции и позднее концентрации Ukrain в опухоли были выше, чем в плазме крови. Убыль концентрации Ukrain из опухолевой ткани была более медленной, чем в других тканях, кроме головного мозга.
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Рис. 3.10. Концентрация Ukrain в почках крыс после его однократного введения в дозе 0,25 мг/кг. Каждая точка является средним из 4 определений.
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Рис. 3.11. Концентрация Ukrain в легких крыс после его однократного введения в дозе 0,25 мг/кг. Каждая точка является средним из 4 определений.
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Рис. 3.12. Концентрация Ukrain в ткани опухоли W-256 у крыс после его однократного введения в дозе 0,25 мг/кг. Каждая точка является средним из 4 определений.


Определенные нами концентрации Ukrain в плазме и тканях оказались более низкими, чем можно предполагать, исходя из его равномерного межтканевого распределения и кинетики первого порядка. Таким образом, нельзя исключить, что часть препарата подвергается превращениям в организме и/или экскретируется в виде метаболитов. Мы не наблюдали существенного накопления Ukrain в нормальных тканях, кроме печени (45 и 90 мин после инъекции) и почек (45, 90 и 180 мин). Первое было, однако, весьма незначительным, в то время как второе может объясняться выведением препарата. Единственной тканью, в которой явно видимое накопление Ukrain имело место, была ткань опухоли W-256, где концентрация Ukrain была до 2,84 раза выше, чем в плазме крови через 45 мин. (рис.3.13). Отношение концентраций Ukrain в тканях к концентрации в плазме крови, рассчитанное для исследованных нормальных тканей в контрольной группе и у опухоленосителей изменялось сходным образом.


Основываясь на подъеме на кривых концентрации Ukrain около 15 мин после инъекции, обнаруженном в тканях, и принимая во внимание высокую молекулярную массу Ukrain (1418, как следует из постулируемой формулы) и большие размеры молекулы или иона при физиологических значениях pH, мы можем сделать вывод, что препарат проникает в ткани путем активного транспорта или облегченной диффузии. В связи с существованием таких транспортных систем одновременно с экскрецией Ukrain и, возможно, также с его биотрансформацией, убыль концентрации препарата из крови не может быть описана однокамерной моделью. Так, быстрое падение концентрации Ukrain в плазме крови в короткие сроки может быть объяснено его относительно медленным захватом тканями. 


Ткани показали различную степень сродства к Ukrain, однако, временные параметры проникновения Ukrain в различные ткани были сходными. Более медленное исчезновение Ukrain из мозга может быть результатом низкой проницаемости гематоэнцефалического барьера для Ukrain. Более высокое сродство к Ukrain наблюдалось в опухолевой ткани и печени, в то время как в мозге и мышцах оно было наименьшим. Сердце и легкие имели промежуточные значения сродства. 


Параметры фармакокинетики Ukrain, рассчитанные по двухкамерной модели у интактных крыс, были следующими:

Таблица 3.5

Параметры фармакокинетики Ukrain после его однократного внутривенного введения в дозе 0,25 мг/кг

	Параметры
	Интактные

животные, n=20
	Опухоленосители W-256, n=20

	Площади под кривыми:
	
	

	(концентрация – время):
	AUC=12436,16
	AUC=11264,8

	(время*концентрация – время)
	AUMC=1577552
	AUMC=1908265

	среднее время удержания, мин:
	MRT=126,852
	MRT=169,4006

	Дисперсия среднего времени удержания:
	VRT=21898
	VRT=43099,64

	Константа элиминации, мин_1
	Ke=0,00788±0,00181
	Ke=0,00590±0,00052

	период полуубывания, мин
	T1/2=105,4238
	T1/2=148,4965

	кажущийся объем в центральной камере, л:
	V=0,00255
	V=0,00376

	общий клиренс (Cl=V*Ke), л/мин:
	CL=0,000020
	CL=0,000022

	стационарный объем распределения, л:
	VSS=0,007866
	VSS=0,022717

	кинетический объем распределения, л:
	VB=0,003058
	VB=0,004755

	Клиренсы между камерами, л/мин:
	Cl(1-2)=0,000143
	Cl(1-2)=0,000354

	
	Cl(2-1)=0,000069
	Cl(2-1)=0,000070

	среднее время удержания в камере, мин: 
	
	

	центральной (элиминации):
	MET=48,545890
	MET=35,069710

	периферической (распределения):
	MDT=78,306120
	MDT=134,330900

	среднее время прохождения в периферической камере (MTT=1/K21), мин:
	MTT=37,076560
	MTT=53,610370

	период полураспределения, мин: 
	T1/2=8,202839
	T1/2=6,082971

	Константа скорости переноса, мин-1: 
	K12=0,05622±0,01673
	K12=0,09406±0,00565

	
	K21=0,02697±0,00546
	K21=0,01865±0,00150
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Рис. 3.13. Соотношение концентраций Ukrain в ткани и плазме крови после его однократного внутривенного введения (0,25 мг/кг) у контрольных крыс и опухоленосителей.


Расчет количественной оценки присутствия препарата в средах показал, что концентрация Ukrain в плазме крови крыс как у интактных животных, так и у опухоленосителей W-256 достаточно точно описывается двухкамерной моделью, т.е. связывание с тканями и/или биотрансформация препарата имеет место наряду с его выведением почками. 

Для интактных животных критерий (-квадрат составлял 338,3645 при использовании однокамерной модели, и 0,5409 – при двухкамерной модели. У опухоленосителей эти величины составляли соответственно 100053,2 и 0,1128. Таким образом, двухкамерная модель достаточно точно определяет содержание препарата в плазме крови (коэффициент детерминации у интактных животных 0,99982, у опухоленосителей – 0,9997).


Как видно из представленных данных, крысы-опухоленосители отличаются более быстрой элиминацией препарата за счет его перераспределения в периферический компартмент, что согласуется с предположением о наличии избирательного накопления Ukrain в опухолевой ткани. Это подтверждается значительно меньшей величиной стационарного объема распределения, более высоким значением клиренса между центральной и периферической камерами Cl(1-2) и меньшим значением среднего времени элиминации, а большем – распределения. Вероятно, параметры выделения Ukrain у животных обеих групп сходны (практически одинаковые значения общего клиренса). Связывание с тканями препарата у животных обеих групп является практически в равной степени обратимым (близкие значения констант скорости обратного переноса, а также клиренса между периферической и центральной камерами). Более длительное нахождение препарата в периферической камере у опухоленосителей, очевидно, объясняется более быстрым проникновением Ukrain в опухолевую ткань по сравнению со здоровыми тканями.


Таким образом, карциносаркома W-256 обладает способностью накапливать Ukrain после его однократного внутривенного введения. Этот вывод основывается на различии между кривыми концентрации у контрольных крыс и опухоленосителей. Наличие опухоли приводило к снижению концентрации Ukrain в плазме крови и нормальных тканях по сравнению с таковыми у контрольных животных. Ткань опухоли показывала явно более высокие концентрации Ukrain, чем плазма крови опухоленосителей. Концентрации Ukrain в тканях опухоленосителей были ниже, чем у контрольных животных, более того, повышение содержания Ukrain через 15 мин не было обнаружено в печени, мышцах и легких этих животных, хотя имелось у контрольных крыс.

3.3. Эффекты препарата Ukrain на метаболические процессы, регламентирующие опухолевый рост, в опухоли и организме хозяина


Для выяснения вероятных механизмов действия Ukrain на метаболические процессы в опухолевой ткани и организме опухоленосителя в их взаимосвязи со специфической противоопухолевой активностью препарата, нами в экспериментальных условиях на крысах-опухоленосителях (Уокер W-256, саркома SM-1, альвеолярный рак печени РС-1) наряду с оценкой эффективности препарата по базовым критериям (продолжительность жизни животных-опухоленосителей и изменение массы опухолей, морфо-гистохимическая и генотипическая характеристика вышеперечисленных опухолей) [64,164,189] анализировались эффекты Ukrain на ключевые реакции и лимитирующие процессы метаболического контроля:

· биосинтез белка in vitro и белоксинтезирующую активность рибосом in vivo (по включению меченого 14С-лейцина) в печени опухоленосителей и опухолях [23];

· активность процессов субстратного обеспечения биосинтеза белка de novo и формирования фонда свободных аминокислот и их производных (по активности реакций переаминирования в митохондриях и цитозоле клеток печени, а также в плазме крови опухоленосителей) [99,113];

· активность и соотношение процессов гликолиза и глюконеогенеза (по активности ключевых ферментов углеводного обмена – гексокиназы, глюкозо-6-фосфатазы, а также уровням важнейших субстратов – глюкозы и глюкозо-6-фосфата) в печени опухоленосителей [185];

· активность лимитирующих процессов энергообразования и утилизации субстратов в цикле трикарбоновых кислот (ЦТК) (по активности дегидрогеназ, лимитирующих функционирование ЦТК – пируват-, малат- и изоцитратдегидрогеназы) в печени животных-опухоленосителей [99,118].

Одновременно с решением этих задач мы поставили цель определить наиболее эффективный, с точки зрения метаболического действия, способ применения Ukrain. Исследования противоопухолевой активности (гл.3.1) и фармакокинетических параметров (гл.3.2) препарата показали наиболее высокую чувствительность к нему штамма карциносаркомы W-256. Учитывая вышеизложенное, мы вначале провели сравнительное изучение метаболических эффектов Ukrain при его в/венном и в/брюшинном введении крысам-опухоленосителям W-256, что позволило бы в последующих исследованиях на других штаммах опухолей использовать уже наиболее оптимальный способ введения препарата.


3.3.1. Влияние Ukrain на скорость синтеза белка


Действие Ukrain на скорость синтеза белка нами вначале изучалось in vitro по динамике включения 14С-лейцина в различных краткосрочных суспензионных культурах клеток. Результаты исследований суммированы в таблице 3.6 и свидетельствуют, что клетки промиелобластной лейкемии HL-60 оказались чувствительны к действию препарата.


Эффект фиксировался уже через 1 час после добавления в среду культивирования Ukrain, зависел от дозы (44,5% торможения включения метки для 5 мкг/мл и 70,6% для 15 мкг/мл) и значительно снижался к 24 часам (с 70,6% до 40,4%). Учитывая короткий период времени удвоения данной клеточной популяции (9-16 часов), можно предположить, что препарат влияет на синтез белка в опухолевой клетке, но для поддержания эффекта необходимо найти более короткие интервалы времени воздействия.


Исследования действия препарата Ukrain на клетки рака простаты и молочной железы были проведены на биопсийном материале из опухолей человека (по 20 образцов различной стадии и дифференцировки). При этом было установлено, что максимальный эффект при культивировании опухолевых клеток с Ukrain регистрировался через 4 и более часов, а для достижения 50% торможения синтеза белка в опухолевых клетках необходимо было увеличить концентрацию препарата с 10 мкг/мл (лейкемия HL-60) до 40-80 мкг/мл в случае опухолей молочной железы и рака простаты. Увеличение концентрации более 80 мкг/мл к усилению эффекта не приводило.

Таблица 3.6

Влияние Ukrain на синтез белка в опухолевых клетках различного происхождения.

	Вид опухоли
	Концентрация препарата,

мкг/мл
	Процент  торможения включения 14С-лейцина по сравнению с контролем

	
	
	1 час
	2 часа
	4 часа
	24 часа

	Промиелобластная лейкемия HL-60

n=45
	5
	44,5(0,9
	–
	–
	14,7(1,1

	
	10
	57,2(1,3
	–
	–
	30,1(0,8

	
	15
	70,6(1,1*
	–
	–
	40,4(0,8

	Рак простаты

n=45
	20
	28,3(0,5
	30,6(1,0
	40,7(1,2
	–

	
	40
	42,1(0,9
	46,8±1,3
	60,1(1,0*
	–

	
	80
	55,9(0,8
	60,7(0,7*
	75,4(1,1*
	–

	Рак молочной железы

n=45
	20
	–
	–
	59,6(1,1
	–

	
	40
	–
	–
	65,0(0,9*
	–

	
	80
	–
	–
	70,1(1,3*
	–


* – p<0,05 в сравнении с контролем


Таким образом, оценка эффективности ингибирования синтеза белка препаратом в клеточной системе in vitro позволила выявить, что наиболее подвержены действию Ukrain клетки миелобластной лейкемии, в которых определялось дозозависимое торможение синтеза белка, наблюдаемое уже после одного клеточного цикла. Аналогичная картина наблюдалась и с клетками рака молочной железы и простаты. При этом степень торможения включения метки зависела от концентрации препарата и от времени контакта его с опухолевыми клетками.


Полученные нами результаты свидетельствуют о возможной эффективности данного препарата в отношении вышеуказанных опухолей. Судя по полученным данным, действие препарата на опухолевые клетки нефазоспецифично, а дозозависимость проявляется только до определенной концентрации препарата.


В литературе имеются некоторые данные по изучению действия препарата Ukrain на опухолевые штаммы в системе in vitro [312]. Максимальная концентрация препарата в этих исследованиях составила 100 мкг/мл, время воздействия 2-4 часа, наблюдалось наибольшее торможение включения 14С-лейцина по сравнению с уридином и тимидином, а максимальный процент торможения включения метки составлял 65% (мышиная миелома) - 70% (саркома Йошида).


Следующим этапом изучения воздействия Ukrain на процесс биосинтеза белка были исследования in vivo. В поставленном для этого эксперименте была смоделирована ситуация длительного (10 суток) лечения различными дозами при различных способах введения Ukrain крысам-опухоленосителям SM-1. 


Результаты исследований скорости синтеза белка в рибосомах гепатоцитов и опухолевых клеток представлены на рисунке 3.14. По нашим данным, в/брюшинное и в большей степени в/венное введение препарата в дозе 0,25 мг/кг вызывало некоторое (17-21%) снижение, по сравнению с контролем, включение метки в полирибосомы гепатоцитов. С увеличением дозы препарата белоксинтезирующая активность рибосом снижалась в большей степени (на 40%). 
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К – контрольные опухоленосители (n=15);

2 – Ukrain 0,25 мг/кг, в/в (n=15);

1 – Ukrain 0,25 мг/кг, в/бр (n=15);



3 – Ukrain 0,5 мг/кг, в/в (n=15).

Рис. 3.14. Влияние Ukrain на включение 14С-лейцина в полирибосомы гепатоцитов и клеток саркомы крыс-опухоленосителей SM-1


Процент торможения включения метки в полирибосомы опухолевых клеток достоверно, в сопоставлении с контролем, снижался при всех исследуемых режимах введения и дозах Ukrain, но наиболее был демонстративен для в/венного способа введения 0,25 мг/кг препарата. Однако, в отличие от гепатоцитов, увеличение дозы препарата в два раза не вызывало соответствующего снижения включения метки в полирибосомы клеток саркомы SM-1.


Полученные результаты могут свидетельствовать о значительном снижении под действием Ukrain белоксинтезирующей активности рибосом клеток опухоли SM-1 и в гораздо меньшей степени – рибосом нормальных гепатоцитов [109]. Можно предположить также, что увеличение дозы препарата выше терапевтической значительно угнетает синтез белка в печени опухоленосителя, то есть проявляется гепатотоксическое действие Ukrain, в то же время ингибирование скорости синтеза белка в опухоли перестает быть дозозависимым.


Принимая во внимание тот факт, что торможение включения меченых предшественников ДНК, РНК и белка в клетки опухолей по данным литературы [199,289] имеют высокую степень корреляции с эффективностью лечения больных исследуемыми соединениями, можно, вероятно, считать, что в клинических условиях Ukrain будет обладать высокой противоопухолевой активностью.


3.3.2. Влияние Ukrain на активность основных реакций метаболического контроля и уровни их субстратов, а также на процессы формирования фонда свободных аминокислот у крыс-опухоленосителей


В эксперименте оценивалось действие Ukrain на уровни важнейших субстратов и активность ключевых ферментов гликолиза и глюконеогенеза в печени крыс-опухоленосителей (табл. 3.7).


Как видно из приведенных данных, при обоих исследованных способах введения препарата в печени крыс-опухоленосителей W-256 отмечалось отчётливое и более выраженное при в/в способе введения увеличение активности глюкозо-6-фосфатазы примерно в два раза, сопровождавшееся увеличением количества глюкозы по сравнению с контролем, не получавшим Ukrain. Представленные результаты однозначно свидетельствуют об активации процессов глюконеогенеза под действием исследуемого препарата [185,218].


Одновременно, на фоне двукратного снижения активности гексокиназы, Ukrain при его в/в введении индуцировал 75% уменьшение уровня глюкозо-6-фосфата в печени (табл. 3.7), что доказывает одновременное с активацией глюконеогенеза ингибирование реакций гликолиза [8,117,185,218].


Перечисленные сдвиги в углеводном обмене, как показано неоднократно в исследованиях уже известных эффективных канцеростатических препаратов, являются метаболическим подтверждением их противоопухолевого действия, поскольку для злокачественного роста в целом характерна обратная зависимость в соотношениях указанных процессов – активация реакций гликолиза и ингибирование глюконеогенеза [34,108].


Кроме того, увеличение соотношения лактат/пируват в плазме крови животных-опухоленоситей, получавших препарат, особенно выраженное при его в/в введении (табл. 3.7), также указывает на ингибирование анаэробного гликолиза, активация которого, как хорошо известно [185], является одним из характерных проявлений злокачественного роста.

Таблица 3.7

Активности ферментов и концентрации субстратов в печени и плазме крови крыс-опухоленосителей W-256 на фоне в/брюшинного или в/венного введения Ukrain

(G6P, GL, HK, G6PS – (mol/g ткани; белок – мг/г ткани; PDH, AST, ALT, MDH, IDH – нмоль/мг белка/мин; PА, LA – мМ)

	Показатель
	Интактные

(n=25)
	Контроль

(n=25)
	Ukrain (в/бр)

(n=25)
	Ukrain (в/в)

(n=25)

	G6P
	0,29±0,08
	0,56±0,01
	0,53±0,01
	0,33±0,01*

	GL
	5,93±0,15
	4,90±0,50
	7,52±0,69*
	10,10±0,48*

	HK
	4,67±0,20
	0,67±0,07
	0,33±0,05*
	0,38±0,11*

	G6PS
	0,53±0,10
	23,10±5,80
	45,48±2,18*
	86,70±7,06*

	Белок
	58,33±1,83
	50,73±2,73
	59,05±1.04
	61,12±1,73

	PAp
	0,22±0,01
	0,12±0,01
	0,14±0,02
	0,09±0,01

	LAp
	2,28±0,18
	1,62±0,12
	2,95±0,41
	2,48±0,48

	LA/PAp
	10,13±0,78
	16,00±1,73
	26,25±1,47*
	29,50±5,04*

	PDH
	18,80±2,99
	8,50±0,58
	9,75±2,17
	6,51±1,03*

	ASTm
	15,17±1,89
	20,03±0,58
	10,75±0,30*
	5,52±0,50*

	ASTc
	138,0±4,4
	153,0±1,7
	176.0±29,1
	105,8±12,1*

	ASTp
	1,01±0,12
	0,60±0,03
	0,57±0,04
	0,64±0,05

	ALTm
	38,17±2,36
	30.03±1,15
	10,75±3,15*
	9,75±2,75*

	ALTc
	344,8±31,8
	76.03±1,15
	175,8±6,4*
	85,75±3,92

	ALTp
	0,51±0,08
	0,35±0,01
	0,27±0,03
	0,33±0,06

	MDHc
	0,46±0,06
	419,0±3,5
	396,7±56,1
	311,5±9,9*

	IDHc
	186,4±2,7
	173,0±1,7
	153,3±8,5
	106,8±11,1*

	MDHm
	0,19±0,04
	0,13±0,02
	0,76±0,01*
	0,10±0,02*

	IDHm
	0,32±0,02
	0,22±0,01
	0,11±0,01*
	0,18±0,01*

	NAD+/NADH
	45
	27
	38
	41


*–р < 0.05 по отношению к контролю

m – активность в митохондриях, c – в цитоплазме, р — величины в плазме крови.


Синхронное с указанными изменениями ингибирование в печени опухоленосителей ключевых реакций переаминирования (митохондриальной и цитоплазматической форм АЛТ и АСТ в печени) и лимитирующих функционирование энергопродуцирующих реакций лимоннокислого цикла (цитоплазматических форм изоцитрат- и малатдегидрогеназ) на фоне введения Ukrain (табл. 3.7), подтверждает его нормализующее  действие на метаболические процессы в организме хозяина [23,185].


Выраженная тенденция к нормализации соотношений окисленных и восстановленных форм никотинамидных коферментов свидетельствует о стабилизации под воздействием Ukrain энергетического цикла клетки и окислительно-восстановительных процессов. При этом абсолютно очевидна зависимость действия препарата от способа введения и его наибольшая эффективность при внутривенном введении, что обосновывается особенностями его фармакокинетики (см. раздел 3.2).

Оценка процессов формирования фонда свободных аминокислот, их дериватов и родственных соединений в опухолевой ткани W-256 (табл. 3.8) позволила выявить следующие закономерности. Внутривенное введение препарата оказывало более выраженное, чем внутрибрюшинное, действие на изменение концентраций исследуемых соединений. Так, при последнем способе инъекций препарата, в опухоли значимо увеличилась концентрация мочевины, что предполагает активацию процессов детоксикации и утилизацию азота аминокислот, образующихся в результате процессов протеолиза. Повышение при этом уровня абсолютно незаменимого свободного лизина подтверждает достаточно высокую интенсивность процессов деградации белка по сравнению с опухолью контрольных носителей W-256, не получавших препарат.


На этом фоне Ukrain индуцировал значительное повышение в опухоли содержания фосфоэтаноламина – продукта деградации серина и предшественника синтеза фосфолипидов клеточных мембран (табл. 3.8). Это увеличение, сопровождавшееся повышением концентрации предшественника, важнейшей гликогенной аминокислоты серина [415], равно как и увеличение содержания нековалентно связанного с белками аланина (см. табл. 3.8) предполагает активацию реакций глюконеогенеза, установленную нами при исследовании маркёрных реакций указанного процесса [29,423] (см. табл. 3.7). Выдвинутое предположение подтверждается и компенсаторным усилением катаболизма серина в серингидроксиметилтрансферазной реакции [29,424] с образованием избыточного количества глицина (см. табл. 3.8).


Особого, по нашему мнению, внимания заслуживает феномен повышения под действием внутривенно вводимого препарата уровня свободного пролина в опухоли (см. табл. 3.8). Само по себе выявленное нами увеличение концентрации L-пролина, предшественника ОН-пролина – продукта пострибосомальной модификации пролина и наиболее значимого компонента коллагена и структурных клеточных белков, с одной стороны создаёт метаболические предпосылки для оптимального (в условиях избытка субстрата) протекания реакций синтеза коллагена de novo [202,301], а, с другой, повышения содержания пролина в опухоли позволяет рассматривать активацию процессов образования коллагена под действием Ukrain в качестве биологической закономерности действия исследуемого нами препарата.


Формирование пула свободных аминокислот и их производных в плазме крови опухоленосителей W-256 (табл. 3.9) в целом демонстрирует нормализующее действие (нивелирование характерной для опухолевого процесса дисаминоацидемии с характерными признаками гипераминоацидемии [23]) Ukrain на спектр исследуемых показателей. Об этом убедительно свидетельствует сравнение абсолютных значений исследуемых показателей, их суммарного (аминокислотный) пула, а также суммарных соотношений незаменимых аминокислот к заменимым, кетогенных к гликогенным с таковыми у интактных животных данной популяции [113].
Таблица 3.8

Содержание аминокислот и их производных в опухолевой ткани крыс с опухолью W-256 на фоне воздействия Ukrain, (моль/мл/г

	Показатели
	Группы животных

	
	Контроль

(n=25)
	Ukrain в/бр.

(n=24)
	Ukrain в/в

(n=25)

	CA
	0,09±0,01
	0,08±0,01
	0,09±0,01

	Tau
	4,51±1,51
	6,13±1,79
	7,47±1,871

	PEA
	0,94±0,27
	1,52±0,47
	10,65±0,451,2

	Urea
	0,47±0,02
	1,25±0,501
	2,10±0,431,2

	Asp
	0,96±0,40
	1,09±0,39
	1,22±0,28

	Thr
	0,17±0,05
	0,18±0,03
	0,63±0,201,2

	Ser
	0,31±0,06
	0,27±0,03
	0,66±0,171,2

	Asn
	0,09±0,03
	0,07±0,02
	0,06±0,01

	Glu
	1,66±0,86
	2,10±0,83
	2,17±0,43

	Gln
	0,80±0,32
	0,43±0,131
	1,01±0,632

	Pro
	3,93±1,62
	7,35±3,75
	14,82±1,341

	Gly
	0,83±0,30
	1,04±0,28
	1,60±0,331

	Ala
	0,67±0,26
	1,00±0,50
	1,62±0,121

	(-Aba
	0,11±0,03
	0,12±0,03
	0,11±0,02

	Val
	0,18±0,04
	0,21±0,03
	0,22±0,04

	Cys
	0,03±0,01
	0,05±0,02
	0,04±0,01

	Met
	0,04±0,01
	0,05±0,01
	0,03±0,01

	Ctn
	0,02±0,01
	0,06±0,021
	0,04±0,02

	Ile
	0,04±0,02
	0,03±0,02
	0,03±0,01

	Leu
	0,20±0,05
	0,23±0,02
	0,25±0,03

	Tyr
	0,14±0,04
	0,15±0,04
	0,19±0,05

	Phe
	0,08±0,04
	0,11±0,04
	0,12±0,03

	(-Ala
	0,23±0,05
	0,15±0,04
	0,14±0,061

	EA
	0,27±0,01
	0,24±0,01
	0,22±0,01

	NH3
	10,82±2,69
	7,73±0,841
	10,08±3,80

	Orn
	0,19±0,05
	0,16±0,03
	0,19±0,02

	Lys
	0,30±0,10
	0,90±0,141
	1,17±0,201

	His
	0,09±0,02
	0,10±0,01
	0,19±0,051


р < 0.05 по отношению: 1 – к контролю; 2 – к опухоленосителям, получавшим Ukrain в/бр.

Таблица 3.9

Содержание аминокислот и их производных в плазме крови крыс с опухолью W-256 на фоне воздействия Ukrain, (моль/мл/г

	Показатели
	Группы животных

	
	Интактные

(n=25)
	Контроль

(n=24)
	Ukrain в/бр.

(n=24)
	Ukrain в/в

(n=25)

	CA
	7,00±1,00
	16,7±1,71
	20,4±2,41
	20,3±1,31

	Tau
	254,2±56,9
	198,4±20,4
	422,5±30,61
	185,8±33,1

	PEA
	25,2±1,4
	38,7±4,6
	30,3±6,8
	39,8±8,1

	Urea
	314,8±25,4
	468,7±76,5
	1442±751
	473,2±119,1

	Asp
	32,7±6,5
	27,9±2,6
	16,0±1,01
	17,2±2,41

	Thr
	58,7±13,3
	88,9±9,6
	86,6±15,7
	323,3±13,81

	Ser
	267,8±9,2
	207,9±21,91
	156,2±18,41
	229,2±58,0

	Asn
	33,9±5,6
	9,70±0,701
	16,7±4,7
	14,6±4,81

	Glu
	76,7±25,8
	122,0±12,21
	85,8±13,3
	105,8±11,7

	Gln
	1063±50
	373,9±49,3
	363,8±47,71
	460,3±49,01

	Pro
	168,6±21,2
	183,0±33,0
	201,0±11,4
	234,2±16,81

	Gly
	381,9±13,3
	288,2±23,21
	205,5±32,61
	273,4±27,81

	Ala
	402,7±31,7
	521,0±46,5
	244±581,2
	307,7±57,01

	(-Aba
	24,0±2,7
	41,2±5,31
	40,3±15,1
	43,2±11,4

	Val
	109,7±3,7
	107,8±11,6
	100,6±24,0
	111,4±30,5

	Cys
	33,6±7,2
	61,6±5,61
	33,8±4,71,2
	53,8±11,3

	Met
	24,3±4,2
	24,7±2,8
	23,8±4,4
	31,5±3,0

	Ctn
	1,20±0,31-
	1,40±0,20
	1,80±1,20
	1,00±0,30

	Ile
	41,6±4,3
	32,0±3,9
	35,3±9,2
	62,5±9,01,2

	Leu
	85,1±5,6
	80,2±2,7
	77,3±5,0
	53,6±5,21

	Tyr
	58,2±7,4
	68,6±7,7
	53,7±8,4
	66,2±6,9

	Phe
	40,8±4,0
	62,9±6,71
	64,7±8,21
	55,5±1,71

	(-Ala
	9,0±1,6
	3,10±0,301
	4,30±0,801
	4,60±0,801

	EA
	165,8±6,6
	83,8±4,01
	60,0±3,81
	55,2±2,11

	NH3
	485,2±17,8
	1023±711
	612±261,2
	573±111,2

	Orn
	56,4±6,2
	44,4±4,7
	42,9±5,0
	33,9±4,81

	Lys
	219,8±20,5
	84,8±5,41
	253,0±6,11
	389,6±7,01,2

	His
	47,2±1,9
	61,5±5,51
	57,5±8,2
	51,2±3,4


р < 0,05 по отношению: 1 – к интактным животным; 2 – к контролю (опухоленосителям)


Кроме того, Ukrain, практически независимо от способа введения, сопоставимо и однонаправленно, индуцирует в плазме крови опухоленосителей W-256 снижение уровня аспарагиновой кислоты – важнейшего продукта реакций трансаминирования [23,301], а также уменьшение концентраций структурного компонента и маркёра деструкции клеточных мембран этаноламина [31] и свободного аммиака с одновременным увеличением содержания абсолютно незаменимого для организма млекопитающих [202] L-лизина (табл. 3.9).


Перечисленные изменения в аминокислотном пуле плазмы крови опухоленосителей W-256, получавших Ukrain, в целом подтверждают основанное на измерении активностей специфических реакций в печени (см. табл. 3.7) и уже обоснованное выше предположение об ингибировании под действием исследуемого препарата реакций трансаминирования, мембраностабилизирующем действии Ukrain в организме хозяина и его активирующем влиянии на деградацию эндогенных белков в опухоли.


Одновременно в плазме крови опухоленосителей W-256, которым внутрибрюшинно вводился Ukrain, отмечается отчётливое повышение уровня таурина, сопровождавшееся  снижением концентрации основного предшественника [31,249] этого соединения – цистеина (табл. 3.9), что указывает на активацию в организме хозяина процессов транссульфурирования и детоксикации и является ещё одним подтверждением мембраностабилизирующего и антиоксидантного действия препарата [41,112]. С последним утверждением согласуется и обнаруженное нами снижение содержания свободного NH3 в плазме крови опухоленосителей W-256, которым вводили препарат (см. табл. 3.9).


Кроме того, при внутривенном способе введения препарата в плазме крови крыс с опухолью W-256 отмечается повышение уровней незаменимых аминокислот треонина и изолейцина, наряду с уже упоминавшемся выше увеличением концентрации лизина, что подтверждает активацию протеолиза в опухоли [23,113,165].


Аминокислотный фонд печени животных с карциносаркомой W-256 в сравнении с таковым у интактных животных той же популяции, пола и массы тела отличался достаточно характерным для злокачественного роста повышением суммарного содержания свободных аминокислот, особенно выраженным за счёт незаменимых аминокислот [23,113,202,301]. Указанные изменения в значительной степени устранялись введением Ukrain, что особенно заметно при его внутривенном способе инъекций (табл. 3.10).


При этом практически независимо от способа введения препарат индуцировал увеличение в печени концентраций аминокислот и их производных: гепатопротектора и антиоксиданта таурина, мочевины – конечного продукта метаболизма азота, аланина – важнейшего посредника и продукта реакций трансаминирования, а также лизина. Перечисленные изменения свидетельствуют в целом в пользу активации обезвреживающей функции печени и промежуточного обмена аминокислот в организме опухоленосителей [31,112,249].


Одновременно обнаруженное при этом снижение концентрации этаноламина косвенно свидетельствует о мембраностабилизирующем действии препарата [112,249], а уменьшение уровней важнейших гликогенных аминокислот (глицина, аспартата, глутамата, глутамина) в сочетании с активацией ферментов синтеза глюкозы из неуглеводных предшественников и ингибированием реакций переаминирования [98,113,203,276,427] (см. табл. 3.7) – в пользу выдвинутого нами выше предположений об активации глюконеогенеза и нормализации процессов утилизации азота аминокислот под действием Ukrain.

Таблица 3.10

Содержание аминокислот и их производных в печени крыс с опухолью W-256 на фоне воздействия Ukrain, (моль/мл/г

	Показатели
	Группы животных

	
	Интактные

(n=25)
	Контроль

(n=25)
	Ukrain в/бр

(n=25)
	Ukrain в/в

(n=25)

	CA
	0,13±0,03
	0,12±0,03
	0,12±0,01
	0,13±0,03

	Tau
	1,98±0,27
	2,73±0,12
	3,49±0,461
	4,14±0,761,2

	PEA
	1,53±0,42
	1,04±0,03
	1,15±0,23
	1,16±0,10

	Urea
	0,90±0,10
	0,60±0,04
	3,88±0,961,2
	4,57±1,101,2

	Asp
	5,16±0,28
	5,46±0,27
	3,83±0,511
	4,64±0,17

	Thr
	0,13±0,03
	0,19±0,01
	0,42±0,231,2
	1,29±0,501,2

	Ser
	1,79±0,07
	1,59±0,12
	1,39±0,23
	2,03±0,69

	Asn
	0,07±0,02
	0,07±0,03
	0,05±0,01
	0,03±0,01

	Glu
	4,41±0,23
	3,10±0,03
	3,06±0,291
	3,35±0,51

	Gln
	8,95±0,26
	4,68±0,141
	4,59±0,811
	4,25±0,511

	Pro
	0,06±0,01
	0,09±0,03
	0,11±0,04
	0,15±0,031

	Gly
	2,53±0,17
	2,60±0,04
	0,80±0,161,2
	1,75±0,121,2

	Ala
	0,89±0,02
	3,86±0,191
	1,12±0,182
	1,42±0,161,2

	(-Aba
	0,09±0,03
	0,09±0,01
	0,17±0,021
	0,16±0,03

	Val
	0,23±0,02
	0,20±0,05
	0,18±0,01
	0,17±0,04

	Cys
	0,05±0,02
	0,02±0,01
	0,05±0,011
	0,07±0,021

	Met
	0,04±0,01
	0,03±0,01
	0,02±0,01
	0,03±0,01

	Ctn
	0,02±0,01
	0,04±0,011
	0,03±0,01
	0,02±0,01

	Ile
	0,08±0,02
	0,05±0,02
	0,04±0,011
	0,04±0,011

	Leu
	0,27±0,04
	0,25±0,04
	0,22±0,01
	0,22±0,03

	Tyr
	0,13±0,02
	0,11±0,01
	0,10±0,02
	0,10±0,01

	Phe
	0,08±0,02
	0,07±0,01
	0,10±0,03
	0,06±0,01

	(-Ala
	0,45±0,03
	0,04±0,021
	0,14±0,061,2
	0,12±0,021,2

	EA
	0,63±0,03
	0,25±0,011
	0,18±0,011
	0,16±0,011

	NH3
	3,48±0,34
	5,11±0,441
	4,18±0,25
	4,13±0,072

	Orn
	0,29±0,01
	0,26±0,03
	0,36±0,05
	0,28±0,08

	Lys
	0,42±0,04
	0,13±0,021
	0,49±0,072
	0,66±0,081,2

	His
	0,62±0,02
	0,46±0,011
	0,75±0,10
	0,54±0,021,2


р < 0,05 по отношению: 1 – к интактным животным; 2 – к контролю (опухоленосителям)


На основании данных по противоопухолевой активности препарата и определения его фармакокинетических параметров, комплексного исследования метаболических эффектов и механизмов действия Ukrain на опухоленосителях W-256, можно считать обоснованной предпочтительность внутривенного, по сравнению с внутрибрюшинным, способа введения препарата.


В дальнейшем исследование специфической активности и механизмов противоопухолевого действия этого препарата на опухоленосителях SМ-1 и РС-1 мы проводили только на фоне внутривенного способа инъекций Ukrain.


По результатам исследования возможных метаболических механизмов канцеростатических эффектов Ukrain на опухоленосителях РС-1, включавших, в качестве важнейших критериев метаболического контроля оценку активности лимитирующих стадий гликолиза и глюконеогенеза по ключевым реакциям, уровням маркёрных субстратов и продуктов углеводного и сопряжённых с ним обменов аминокислот в субклеточных фракциях (табл. 3.11), отчётливо видно, что направленность вышеуказанных метаболических процессов у крыс-опухоленосителей РС-1, не получавших препарат, по сравнению с интактными (практически здоровыми) животными совпадает с продемонстрированными неоднократно в литературе результатами, свидетельствующими об активации гликолиза и ингибировании глюконеогенеза при злокачественном росте [29,40,61,113,382,422].


Одновременно на фоне внутривенного введения Ukrain в субклеточных фракциях печени (митохондрии, цитозоль) и плазме крови опухоленосителей РС-1 отчётливо проявлялась способность препарата ингибировать активность ключевого фермента гликолиза гексокиназы, и активировать регулирующую состояние процессов глюконеогенеза глюкозо-6-фосфатазу [185,422]. Кроме того, при введении препарата прослеживалась тенденция к повышению уровня глюкозо-6-фосфата и снижению концентраций глюкозы и пирувата в печени, а также значительное увеличение соотношения концентраций лактат/пируват (см. табл. 3.11).


Перечисленное, как и в случае исследования действия Ukrain на развитие злокачественного процесса у опухоленосителей W-256, доказательно указывает на ингибирование гликолиза, наиболее выраженное в его анаэробном участке, и даёт основание расценивать Ukrain в качестве препарата метаболической противоопухолевой терапии [23,29,113,185,203].


Судя по полученным нами данным, характеризующих процессы переаминирования в митохондриях и цитоплазме печени (аланиновой и аспарагиновой трансаминаз), активностям этих ферментов в плазме крови, а также активностям ферментов, отражающим функционирование цикла трикарбоновых кислот и энергопродукцию (активности ферментных комплексов пируват- и глутаматдегидрогеназы), изменения которых по сравнению с интактными животными имеют обратную направленность у контрольных и получавших Ukrain опухоленосителей PC-1 (см. табл. 3.11), действие препарата на организм хозяина также может оцениваться как нормализующее, препятствующее развитию метаболических нарушений, вызванных опухолевым процессом [23,34,113,117, 185].Отчётливая тенденция аналогичная описанной выше нормализации метаболического гомеостаза наблюденция аналогичная описанной выше нормализации метаболического гомеостаза наблюдалась и при анализе аминокислотных спектров плазмы крови опухоленосителей РС-1 (табл. 3.12).

Таблица 3.11

Влияние Ukrain (в/в введение, 0,25 мг/кг в сут) на активности ферментов и концентрации субстратов в печени и плазме крови интактных крыс и опухоленосителей PC-1 и SM-1

(G6F, GL, HK, G6FS — (mol/g ткани; белок — mg/g ткани; PDH, AST, ALT, MDH, IDH — nmol/mg белка/мин; PK, MK — (mol/ml плазмы )

	Показатель
	Интактные

n=25
	Контроль

SM-1

n=23
	Опыт

SM-1

n=24
	Контроль

PC-1

n=25
	Опыт

PC-1

n=25

	G6P
	0,29±0,08
	0,36±0,01*
	0,30±0,04*
	0,41±0,04*
	0,43±0,05

	GL
	5,93±0,15
	4,90±0,52*
	5,30±0,93
	3,87±0,45*
	5,10±0,83*

	HK
	4,67±0,20
	0,67±0,07*
	2,10±0,82
	0,14±0,09*
	4,94±0,67*

	G6PS
	0,53±0,10
	0,33±0,06
	0,40±0,04*
	0,45±0,08
	0,54±0,18*

	Белок
	58,33±1,83
	50,73±2,74
	51,78±2,70
	55,64±3,05
	53,44±2,95

	Pap
	0,22±0,01
	0,10±0,01*
	0.16±0.01*
	0,11±0,01*
	0.14±0.01*

	Lap
	2,28±0,18
	2,71±0,11*
	2,47±0,16*
	2,69±0,09*
	2.50±0.36

	LA/PAp
	10,13±0,78
	22.95±1,21*
	27,31±1,73*
	26,34±1,52*
	30.20±2.56

	PDH
	18,80±2,99
	8.25±0,58*
	12,51±0,58*
	9,13±0,47*
	16.20±3.76

	ASTm
	15,17±1,89
	20.33±0,55*
	17.12±0,74*
	19,50±0,46*
	14.00±1.76

	ASTc
	138,0±4,4
	153.7±7,1*
	144.3±5,2*
	159.2±6,5*
	128.8±8.0*

	ASTp
	1,01±0,12
	0,65±0,02*
	0,84±0,03*
	0,57±0,02*
	0.75±0.08*

	ALTm
	38,17±2,36
	30.22±1,15*
	34.83±2,47*
	28.73±0,85*
	36.40±4.07

	ALTc
	344,8±31,8
	76.3±4,7*
	287,6±5,4*
	98,3±1,2*
	221.0±7.5

	ALTp
	0,51±0,08
	0,35±0,01*
	0,45±0,02*
	0,37±0,01*
	0.54±0.15

	MDHc
	0,46±0,06
	0,49±0,03*
	0,48±0,05*
	0,44±0,08*
	0,42±0,18*

	IDHc
	186,4±2,7
	173.9±8,7*
	180.5±11,2*
	154,4±9,4*
	174.2±12,9*

	MDHm
	0,19±0,04
	0,13±0,02*
	0,17±0,02*
	0,11±0,03*
	0,16±0,01*

	IDHm
	0,32±0,02
	0,28±0,02
	0,36±0,01*
	0,19±0,02*
	0,29±0,05*

	NAD+/NADH
	45
	30
	40
	25
	37


*–р < 0.05 по отношению к интактным животным

m – активность в митохондриях, c – в цитоплазме, р — величины в плазме крови.


Так, если в плазме крови не получавших Ukrain опухоленосителей по сравнению с интактными животными нами зафиксирована выраженная гипераминоацидемия, предполагающая активный протеолиз в тканях и повышение концентраций свободных аминокислот в крови за счёт их пассивной диффузии из тканей, то назначение препарата способствовало нормализации пула серусодержащих (цистеат, таурин), важнейших гликогенных (серин, глутамат, глутамин) аминокислот, а также соединений – структурных элементов клеточных мембран (например, фосфоэтаноламин) (см. табл. 3.12).


Одновременно, препарат не оказывал выраженного действия на процессы формирования аминокислотного фонда и аминокислотный дисбаланс, проявлявшийся увеличением концентраций таурина и незаменимых аминокислот (треонина и изолейцина), обеднением гепатоцеллюлярного фонда глутамина, орнитина и гистидина в печени опухоленосителей РС-1 (см. табл. 3.12), что может объясняться тем, что сама опухоль РС-1 по гистологическим параметрам имеет характер гепатохолангиомы [189], вызывая необратимые структурно-морфологические изменения в самой печени. 


При этом в самой опухоли РС-1 под воздействием Ukrain отмечалось нормализующее действие на превращения в реакциях трансаминирования серусодержащих аминокислот и, тем самым, на процессы оксидоредукции [34]. При этом само снижение в опухоли концентраций ряда исследуемых соединений (цистеат, таурин, глутамат, глутамин, цистин, фенилаланин, гистидин (см. табл. 3.12) с позиций вероятного ингибирования их транспорта из нормальных тканей в опухоль, препятствующего активному переносу в неё важнейших пластических субстратов, объективно можно расценивать  в качестве благоприятного для опухоленосителя метаболического (терапевтического) действия Ukrain [23,40,41,113].


Сходные по направленности для опухоленосителей W-256 и РС-1 результаты получены нами и в случае исследования эффектов Ukrain у опухоленосителей SM-1 (табл. 3.13).


Так, активация под действием препарата печёночной глюкозо-6-фосфатазы и снижение уровня глюкозо-6-фосфата в гепатоцитах опухоленосителей SM-1, также подтверждает общую для всех исследованных экспериментальных моделей и имеющую противоположную по сравнению с вызываемой опухолевым процессом тенденцию ингибирования гликолиза и активации процессов глюконеогенеза [185,423].


При этом препарат не оказывал выраженного действия на процессы формирования аминокислотного пула (гипераммоний- и ацидемию) по сравнению с контролем, которые, очевидно, были вызваны активацией процессов внутриклеточного распада эндогенных белков хозяина, поскольку изменения отмечались в первую очередь в  уровнях незаменимых аминокислот (лизина, треонина, изолейцина, лейцина и метионина) в плазме крови опухоленосителей SM-1 (см. табл. 3.13).


Судя по аминокислотному пулу плазмы крови, можно предполагать активацию процессов деградации структурных белков под действием препарата у опухоленосителей SM-1, поскольку уровень абсолютно незаменимого лизина при введении Ukrain увеличивался практически вдвое (см. табл. 3.13).

Таблица 3.12

Содержание аминокислот и их производных в плазме крови ((M) и тканях ((моль/г) крыс с опухолью РС-1 на фоне воздействия Ukrain

	Показатели
	Плазма
	Опухолевая ткань
	Печень

	
	Интактные

n=25
	Контроль

n=24
	Ukrain, в/в

n=24
	Контроль

n=23
	Ukrain, в/в

n=25
	Интактные

n=25
	Контроль

n=21
	Ukrain, в/в

n=23

	CA
	7,00±1,00
	22,93±1,921
	19,63±1,061
	0,10±0,01
	0,08±0,011
	0,13±0,03
	0,14±0,01
	0,16±0,01

	Tau
	254,2±56,9
	607,6±83,11
	476,9±61,31
	2,45±0,37
	1,37±0.241
	1,98±0,27
	3,26±0,471
	5,42±0,431,2

	PEA
	25,2±1.4
	44,2±3,21
	35,6±4,51
	0,58±0,07
	0,45±0,07
	1,53±0,42
	0,89±0.111
	1,70±0,352

	urea
	314,8±25,4
	392,6±58,4
	489,0±170,0
	0,63±0,11
	0,46±0,13
	0,90±0,10
	1,48±0,30
	4,54±1,721,2

	Asp
	32,7±6,5
	55,8±8,61
	42,5±6,5
	0,52±0,08
	0,31±0,06
	5,16±0,28
	4,43±0,21
	4,27±0,38

	Thr
	58,7±13,3
	398,1±71,71
	456,3±56,01
	0,26±0,02
	0,24±0,06
	0,13±0,03
	0,49±0,091
	0,652±0,131

	Ser
	267,8±9,2
	435,7±49,31
	409,2±24,71
	0,42±0,07
	0,26±0,02
	1,79±0,07
	1,76±0,19
	1,38±0,24

	Asn
	33,9±5,6
	66,7±3,11
	65,3±4,71
	0,08±0,01
	0,07±0,01
	1,07±0,13
	0,06±0,011
	0,02±0,011,2

	Glu
	76,7±25,8
	189,4±31,81
	142,6±11,41
	0,80±0,13
	0,38±0,081
	4,41±0,23
	4,01±0,67
	4,05±0,15

	Gln
	1063,5±50,2
	3178±2941
	2397±2861
	0,22±0,05
	0,05±0,021
	8,95±0,26
	4,63±0,421
	4,20±0,711

	Pro
	175,0±36,5
	253,3±34,5
	234,6±28,8
	0,33±0,05
	0,27±0,06
	0,05±0,01
	0,07±0,02
	0,09±0,021

	Gly
	381,9±13,3
	520,5±35,61
	442,2±35,0
	1,18±0,13
	0,73±0,081
	2,53±0,17
	2,27±0,13
	1,88±0,141

	Ala
	402,7±31,7
	759,0±79,11
	520,9±52,21
	0,82±0,08
	0,40±0,081
	0,89±0,02
	2,01±0,271
	1,07±0,141,2

	(-Aba
	24,0±2,7
	22,4±3,5
	26,9±4,1
	0,03±0,01
	0,04±0,01
	0,09±0,01
	0,05±0,011
	0,08±0,012

	Val
	109,7±3,7
	187,6±42,0
	230,7±46,91
	0,20±0,02
	0,16±0,04
	0,23±0,02
	0,21±0,01
	0,26±0,02

	Cys
	33,6±7,2
	107,0±40,71
	63,2±12,91
	0,06±0,02
	0,04±0,01
	0,04±0,01
	0,06±0,02
	0,06±0,01

	Met
	24,3±4,2
	49,41±3,601
	39,32±5,41
	0,04±0,01
	0,02±0,011
	0,03±0,01
	0,03±0,01
	0,04±0,02

	Ctn
	1,20±0,31-
	6,12±2,941
	1,72±0,302
	0,02±0,01
	0,03±0,01
	0,01±0,01
	0,02±0,01
	0,01±0,01

	Ile
	41,6±4,3
	116,4±5,31
	120,9±16,11
	0,15±0,02
	0,13±0,02
	0,08±0,01
	0,14±0,021
	0,15±0,011

	Leu
	85,1±5,6
	213,5±15,01
	212,1±36,71
	0,24±0,02
	0,18±0,04
	0,27±0,03
	0,29±0,02
	0,33±0,01


Продолжение таблицы 3.12

	Показатели
	Плазма
	Опухолевая ткань
	Печень

	
	Интактные
	Контроль
	Ukrain, в/в
	Контроль
	Ukrain, в/в
	Интактные
	Контроль
	Ukrain, в/в

	Tyr
	58,2±7,4
	100,1±3,61
	103,4±12,3
	0,13±0,02
	0,11±0,01
	0,13±0,02
	0,13±0,01
	0,19±0,05

	Phe
	40,8±4,0
	83,8±12,1
	62,8±4,91
	0,06±0,01
	0,03±0,011
	0,08±0,01
	0,07±0,01
	0,07±0,01

	(-Ala
	9,0±1,6
	4.82±0,91
	5.91±1,01
	0,37±0,08
	0,28±0,06
	0,45±0,03
	0,05±0,011
	0,05±0,011

	EA
	165,8±6,6
	88,0±10,81
	97,0±8,51
	0,17±0,01
	0,16±0,01
	0,62±0,03
	0,25±0,011
	0,23±0,011

	NH3
	485,2±17,8
	859,0±166,0
	745,5±47,21
	4,33±0,33
	4,00±0,44
	3,48±0,34
	4,88±0,431
	5,34±0,611

	Orn
	56,4±6,2
	219,2±90,51
	241,2±97,01
	0,17±0,03
	0,12±0,03
	0,29±0,01
	0,22±0,021
	0,26±0,05

	Lys
	219,8±20,5
	292,0±100,0
	372,0±117,0
	0,39±0,03
	0,32±0,04
	0,42±0,04
	0,33±0,04
	0,45±0,03

	His
	47,2±1,9
	69,03±9,21
	68,5±11,8
	0,06±0,01
	0,03±0,011
	0,62±0,02
	0,40±0,031
	0,41±0,011


р < 0.05 по отношению: 1 – к интактным животным; 2 – к контролю (опухоленосителям, не получавшим Ukrain).

Таблица 3.13

Содержание аминокислот и их производных в плазме крови ((M) и тканях ((моль/г) крыс с опухолью SM-1 на фоне воздействия Ukrain 

	Показатели
	Плазма
	Опухолевая ткань
	Печень

	
	Интактные

n=25
	Контроль

n=24
	Ukrain, в/в

n=24
	Контроль

n=23
	Ukrain, в/в

n=25
	Интактные

n=25
	Контроль

n=21
	Ukrain, в/в

n=23

	CA
	7,00±1,00
	19,6±1,01
	18,7±1,11
	0,07±0,11
	0,07±0,01
	0,13±0,03
	0,15±0,02
	0,15±0,01

	Tau
	254,2±56,9
	530,0±104,0
	482,7±78,71
	12,70±1,87
	5,24±1,391
	1,98±0,27
	4,92±0,291
	5,84±0,451

	PEA
	25,2±1,4
	47,3±6,41
	31,5±3,2
	1,36±0,21
	0,66±0,251
	1,53±0,42
	1,89±0,20
	1,56±0,25

	urea
	314,8±25,4
	429,5±39,21
	566,6±81,91
	1,31±0,44
	1,12±0,56
	0,90±0,10
	5,44±0,811
	6,68±1,551

	Asp
	32,7±6,5
	28,9±2,5
	36,4±6,2
	1,15±0,16
	0,57±0,211
	5,16±0,28
	3,68±0,311
	3,64±0,281

	Thr
	58,7±13,3
	404,0±33,51
	502,4±76,81
	0,58±0,08
	0,37±0,14
	0,13±0,03
	1,49±0,301
	1,24±0,191

	Ser
	267,8±9,2
	302,3±21,6
	323,4±45,8
	0,44±0,07
	0,23±0,071
	1,79±0,07
	2,39±0,171
	1,83±0,151,2

	Asn
	33,9±5,6
	25,3±3,0
	38,4±7,8
	0,15±0,02
	0,11±0,02
	0,09±0,2
	0,06±0,02
	0,04±0,011


Продолжение таблицы 3.13

	Показатели
	Плазма
	Опухолевая ткань
	Печень

	
	Интактные

n=25
	Контроль

n=24
	Ukrain, в/в

n=24
	Контроль

n=23
	Ukrain, в/в

n=25
	Интактные

n=25
	Контроль

n=21
	Ukrain, в/в

n=23

	Glu
	76,7±25,8
	127,9±19,61
	174,7±32,51
	2,17±0,32
	1,40±0,301
	4,41±0,23
	3,60±0,50
	3,83±0,20

	Gln
	1063,5±50,2
	1872±1841
	2106±3541
	0,75±0,29
	0,34±0,191
	8,95±0,26
	3,86±0,251
	3,74±0,631

	Pro
	175,0±36,5
	174,7±44,4
	96,2±21,4
	0,35±0,10
	0,54±0,13
	0,13±0,08
	0,33±0,061
	0,41±0,061

	Gly
	381,9±13,3
	268,9±16,31
	345,9±40,0
	1,15±0,04
	0,66±0,171
	2,53±0,17
	1,65±0,101
	1,57±0,111

	Ala
	402,7±31,7
	408,2±46,5
	658±203
	0,85±0,09
	0,68±0,24
	0,89±0,02
	1,67±0,171
	2.30±0,611,2

	(-Aba
	24,0±2,7
	26,9±6,2
	38,4±6,6
	0,06±0,01
	0,06±0,02
	0,09±0,02
	0,10±0,03
	0,09±0,01

	Val
	109,7±3,7
	115,2±5,3
	186,6±31,41
	0,21±0,01
	0,27±0,04
	0,23±0,02
	0,13±0,011
	0,18±0,02

	Cys
	33,6±7,2
	47,3±2,8
	69,5±18,71
	0,03±0,01
	0,03±0,01
	0,05±0,02
	0,09±0,011
	0,09±0,031

	Met
	24,3±4,2
	39,1±2,51
	55,9±7,11,2
	0,04±0,01
	0,05±0,02
	0,03±0,01
	0,04±0,01
	0,03±0,02

	Ctn
	1,20±0,31
	4,40±0,801
	4,52±1,141
	0,02±0,01
	0,04±0,011
	0,02±0,01
	0,05±0,011
	0,04±0,011

	Ile
	41,6±4,3
	75,4±10,31
	91,2±13,31
	0,33±0,01
	0,31±0,06
	0,08±0,01
	0,27±0,011
	0,31±0,031

	Leu
	85,1±5,6
	122,6±5,21
	174,8±27,71
	0,13±0,01
	0,12±0,01
	0,27±0,03
	0,12±0,011
	0,12±0,011

	Tyr
	58,2±7,4
	19,8±13,81
	104,7±20,01,2
	0,18±0,01
	0,12±0,04
	0,13±0,02
	0,12±0.01
	0,10±0,02

	Phe
	40,8±4,0
	100,0±11,71
	86,5±4,71
	0,12±0,01
	0,08±0,03
	0,08±0,01
	0,09±0,01
	0,07±0,01

	(-Ala
	9,00±1,60
	4,72±1,051
	5.94±2,65
	0,31±0,08
	0,27±0,10
	0,45±0,03
	0,02±0,011
	0,03±0,011

	EA
	165,8±6,6
	71,9±17,61
	112,0±10,52
	0,17±0,02
	0,21±0,02
	0,63±0,03
	0,16±0,011
	0,18±0,021

	NH3
	485,2±17,8
	774,4±57,01
	740,0±33,51
	6,12±0,94
	9,19±2,52
	3,48±0,34
	5,53±1,241
	5,14±0,97

	Orn
	56,4±6,2
	67,3±8,8
	85,4±13,5
	0,10±0,02
	0,15±0,02
	0,29±0,01
	0,27±0,02
	0,33±0,05

	Lys
	219,8±20,5
	498,9±31,01
	826,9±83,41,2
	0,82±0,13
	1,32±0,141
	0,42±0,04
	0,73±0,111
	0,94±0,071

	His
	47,2±1,9
	59,6±8,8
	74,0±12,21
	0,12±0,01
	0,11±0,02
	0,62±0,02
	0,56±0,03
	0,57±0,02


р < 0.05 по отношению: 1 – к интактным животным; 2 – к контролю (опухоленосителям, не получавшим Ukrain).


Одновременно, в печени опухоленосителей SM-1, по сравнению с интактными животными, отмечались разнонаправленные сдвиги в концентрациях аминокислот и родственных соединений, которые значимо не устранялись при введении препарата (табл. 3.13). Объяснение этому, по-видимому, следует искать в специфических особенностях гистологической структуры этой опухоли, происходящей из мышечной ткани, определяющих ее метаболические нарушения,, так как известно, что 75% аминокислотного фонда млекопитающих сконцентрировано в мышцах, и они играют важнейшую роль в обмене аминокислот [301,423].


Таким образом, Ukrain обладает выраженной противоопухолевой активностью в системе in vitro (оказывает выраженное ингибирующее (тормозящее) влияние на размножение опухолевых клеток HeLa в интервале концентраций 2,5-5,0 мг/мл).


При внутривенном введении Ukrain крысам-опухоленосителям в дозе 0,25 мг/кг он оказывает заметно большее противоопухолевое действие, чем при внутрибрюшинном. Наибольшей чувствительностью к Ukrain обладает карциносаркома Уокер-256, в меньшей степени – альвеолярный рак печени РС-1 и саркома SМ-1.


Ukrain оказывает ростингибирующее действие на опухоли W-256, SM-1 и PC-1, увеличивая продолжительность жизни животных-опухоленосителей.


Ukrain в нагрузочных тестах in vitro обладает высокой способностью стимулировать пролиферацию розеткообразующих форм лимфоцитов, в том числе Т-активных форм и Т-хелперов, а также индуцирует фагоцитарную активность нейтрофилов. 


Ukrain в дозе 10 мкг/мл, в меньшей степени – 80 мкг/мл стимулирует цитолитическую активность макрофагов по отношению к клеткам мышиной тимомы EL-4. Вышеперечисленные факты позволяют сделать заключение о наличии у препарата иммуномодулирующей способности в отношении ряда параметров клеточного иммунитета.


Ukrain обладает способностью избирательно накапливаться в опухолевой ткани карциносаркомы W-256 после его однократного внутривенного введения.


Оценка ингибирования синтеза белка препаратом в клеточной системе in vitro позволила выявить, что наиболее подвержены действию Ukrain клетки миелобластной лейкемии HL-60, в которых определялось дозозависимое торможение синтеза белка, наблюдаемое уже после одного клеточного цикла. Аналогичная картина наблюдалась и с клетками рака молочной железы и простаты, однако максимальный эффект регистрировался через 4 и более часов, а 50% торможение синтеза белка в опухолевых клетках достигалось при концентрациях препарата от 10 мкг/мл (лейкемия HL-60) до 40-80 мкг/мл в случае опухолей молочной железы и рака простаты. Увеличение концентрации более 80 мкг/мл к усилению эффекта не приводило.


Внутривенное введение Ukrain крысам-опухоленосителям SM-1 в дозе 0,25 мг/кг вызывало значительное снижение белоксинтезирующей активности рибосом клеток опухоли и в гораздо меньшей степени – нормальных гепатоцитов. Увеличение дозы препарата угнетало синтез белка в печени опухоленосителя, в то же время ингибирование скорости синтеза белка в опухоли не становилось более выраженным.


Ukrain при его в/в введении опухоленосителям W-256 вызывает активацию процессов глюконеогенеза и ингибирование реакций гликолиза, особенно его анаэробной части, стабилизацию энергетического цикла клетки и окислительно-восстановительных процессов.


При внутривенном введении препарата в ткани опухоли продемонстрирована активация процессов детоксикации и утилизации азота аминокислот, образующихся в результате усиления процессов протеолиза. 


Повышение под действием внутривенно вводимого препарата уровня свободного пролина в опухоли создаёт метаболические предпосылки для усиления синтеза коллагена de novo.


Формирование пула свободных аминокислот и их производных в плазме крови опухоленосителей W-256 в целом демонстрируют нормализующее действие Ukrain на спектр исследуемых показателей.


Изменения в аминокислотном пуле плазмы крови опухоленосителей W-256, получавших Ukrain, в целом подтверждают предположение об ингибировании под действием исследуемого препарата реакций трансаминирования, мембраностабилизирующем действие Ukrain в организме хозяина и его активирующем влиянии на деградацию эндогенных белков в опухоли.


Повышение уровня таурина, сопровождавшееся снижением концентрации его основного предшественника цистеина, и снижение содержания свободного NH3 в плазме крови опухоленосителей W-256, которым вводили препарат, указывает на активацию в организме хозяина процессов транссульфурирования и детоксикации и является ещё одним подтверждением мембраностабилизирующего и антиоксидантного действия препарата.


На основании данных по противоопухолевой активности препарата и определения его фармакокинетических параметров, комплексного исследования метаболических эффектов и механизмов действия Ukrain на опухоленосителях W-256, можно считать обоснованнной предпочтительность внутривенного, по сравнению с внутрибрюшинным, способа введения препарата.


Характеристики метаболического дисбаланса у опухоленосителей PC-1 и SM-1 в целом однонаправленны с таковыми у опухоленосителей W-256; внутривенное введение Ukrain в дозе 0,25 мг/кг в сутки способствовало снижению выраженности основных проявлений метаболического дисбаланса.


Результаты исследования метаболических эффектов Ukrain у опухоленосителей свидетельствуют, что препарат, может быть применен как средство метаболической коррекции при опухолевой болезни.


Формирующуюся под действием Ukrain картину в обмене веществ опухоленосителя следует в целом расценивать как благоприятную ситуацию условного “метаболического комфорта”, предполагающую каскад адаптационных реакций, направленных на ингибирование роста опухоли и практическую реализацию принципов регуляции метаболизма, соответствующей основному условию деятельности организма хозяина – сохранения структурной стабильности и функциональной активности.

ГЛАВА 4. Клинико-лабораторная характеристика эффективности Ukrain у больных злокачественными новообразованиями молочной железы, мочевого пузыря и предстательной железы

4.1. Рак молочной железы


4.1.1. Клиническая оценка эффективности Ukrain


Мы, как и другие исследователи [244,253,396,467], не наблюдали аллергических реакций и побочных эффектов как после первого введения, так и всего курса назначения Ukrain, независимо от дозы препарата и вида опухоли. Только после 5-6 инъекций у некоторых пациенток со злокачественными новообразованиями в молочной железе отмечались легкое жжение и незначительная болезненность в области опухоли, что, по мнению ряда авторов, свидетельствует о терапевтической активности препарата [244,351,395]. При дозе Ukrain в 100 и 200 мг у 5 и у 6 пациенток соответственно наблюдалось транзиторное повышение температуры до субфебрильных цифр.


Необходимо отметить, что практически все пациентки из групп; получавших Ukrain, отметили со 2-й половины курса лечения значительные позитивные субъективные изменения: улучшился аппетит, нормализовался сон, исчезла общая слабость, появилась уверенность в выздоровлении. Подобные изменения мы связываем прежде всего с центральными эффектами препарата, показанными в экспериментах [207,217,314,315,363], но нельзя игнорировать и морально-психологический аспект: применение нового эффективного препарата, физикальные изменения, наблюдаемые самой пациенткой, в опухолевом очаге и т.д.


Нами наблюдалась и местная реакция на введение Ukrain в опухолевом очаге. При всех исследуемых дозах препарата почти все пациентки отмечали уплотнение, более четкую очерченность опухолевого узла, что создавало впечатление уменьшения его в размерах, при пальпаторном исследовании поражённой железы.


Воздействие препарата на динамику опухолевого процесса нами отмечено также по данным ультразвукового и маммографического исследований молочной железы.


Так, при сонографическом исследовании, независимо от дозы Ukrain, нами наблюдалось уплотнение опухолевой ткани и незначительное увеличение размеров самой опухоли, контуры опухолевого узла после курса лечения препаратом становились более четкими, а вокруг опухоли формировалась капсула из уплотненной ткани (рис. 4.1). Сонографически определяемые изменения в самой опухолевой ткани, при их однонаправленности, количественных различий, по сравнению с контролем, в зависимости от дозы препарата не имели.


Более значительные изменения нами отмечены при рентгенологическом исследовании пораженной железы. На маммограммах, выполненных при поступлении в клинику, опухоль с нечеткими полициклическими контурами размерами от 9 до 30 мм была выявлена у 109 (87%) пациенток. У 94 (75%) больных опухоль располагалась в тканях молочной железы, у 9 (7%) – в ретромаммарном пространстве, в 8 (6%) наблюдениях – в аксиллярном отростке железы. В опухолевом узле известковые включения (микрокальцинаты) выявлены у 21 (17%) пациенток. У 8 (6%) пациенток маммографическая картина носила сомнительный характер и диагноз рака выставлен только на основании косвенных признаков (изменения кожи над ограниченным участком железы, очаговая гиперваскуляризация; тяжистость тканей, изменения соска и т.д.). У 6 пациенток (5%) при пальпируемой опухоли последняя оказалась рентгеннегативной. Полученные нами маммографические находки при определяемых и подозрительных на рак опухолях в целом соответствуют данным, описанным в литературе [152,181].


В группах больных, получивших Ukrain, маммографическая картина характеризовалась специфическими особенностями. Прежде всего, необходимо отметить, что препарат, независимо от дозы, способствовал визуализации опухолевой тени в сомнительных и рентгеннегативных случаях за счет увеличения плотности и четкости ее контуров, усиления сосудистого рисунка, появления инфильтрации и тяжистости в области локализации опухоли (рис. 4.2). Отмеченные нами качественные изменения в зоне опухоли под воздействием Ukrain сопровождались также тенденцией к увеличению размеров самой опухоли (рис. 4.3).


Наблюдаемое нами парадоксальное, на первый взгляд, увеличение размеров опухоли или ее «появление» по данным сонографического и маммографического исследований можно, вероятно, объяснить способностью Ukrain вызывать уплотнение структуры опухолевого очага, развитие фиброзной капсулы вокруг него и возникновение перифокального воспалительно-инфильтративного компонента. Туморосклерозирующее действие препарата, ведущее к увеличению процента операбельности злокачественных опухолей, наблюдали и другие исследователи [223,354,470].


Способность препарата визуализировать опухолевой очаг может, по нашему мнению, служить не только лечебным и дифференциально-диагностическим критерием в выявлении злокачественных опухолей, но и прогностическим фактором.


Особого внимания заслуживает зафиксированный нами при выполнении оперативных вмешательств следующий факт. Ukrain обладает, вероятно, свойством не только избирательно накапливаться в опухолевой ткани, приводя к туморосклерозирующему эффекту, но и оказывать определенное специфическое воздействие на регионарный лимфатический аппарат поражённой железы. В связи с этим, во время операции, в случаях метастатического поражения регионарных лимфоколлекторов, макроскопическая идентификация лимфатических узлов не представляла сложностей. Пораженные регионарные лимфатические узлы после курса Ukrain уплотнялись, несколько увеличиваясь в размерах, легко определялись при интраоперационной ревизии. Это, несомненно, способствовало выполнению более адекватной, чем в контроле, лимфаденэктомии. Каких-либо количественных макроскопических различий в описанной выше картине при применении выбранных нами доз Ukrain в 50, 100 и 200 мг мы не выявили.
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Рис. 4.1. Ультрасонографическая картина опухоли молочной железы больной М. до (А) и после (Б) курса неоадъювантной терапии Ukrain
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Рис.4.2. Рентгенограммы опухоли молочной железы больной В. до (А) и после (Б) курса лечения Ukrain.
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Рис. 4.3. Результаты УЗИ и маммографии опухолей молочной железы до (а) и после (б) лечения Ukrain.


Вместе с тем, при макроскопическом исследовании удаленных макропрепаратов пораженных злокачественной опухолью молочных желез нами выявлена реакция на Ukrain и со стороны интактных лимфатических узлов. Прежде всего, лимфоузлы увеличивались, по сравнению с контролем, в размерах, становились гиперемированными, «сочными». Активация лимфопролиферативных процессов в виде увеличения количества лимфоузлов может, по мнению Городиловой В.В. и Боевой М. Н. (1983) [47], свидетельствовать о стимуляции иммунного ответа организма введением потенциального иммуномодулятора. Наблюдаемая лимфоидная реакция приводила, в свою очередь, к тому, что после лечения Ukrain общее количество (с метастазами и без них) выявляемых в препарате лимфатических узлов было значительно большим, чем их число в клетчатке подмышечного, подлопаточного и подключичного коллекторов контрольных групп больных. Как показали наши исследования, у больных во всех опытных группах общее количество идентифицированных лимфоузлов достоверно превышало аналогичные контрольные показатели. При сравнении же общего количества лимфоузлов только среди больных, получивших Ukrain, лимфопролиферативная реакция была наиболее демонстративной при дозах препарата 50 и 100 мг (рис. 4.4).


При макроскопическом изучении самой опухоли обращала на себя внимание повышенная плотность опухолевой ткани у всех больных, подвергнутых лечению Ukrain, по сравнению с контрольными группами. Кроме того, на разрезе создавалось впечатление формирования вокруг опухолевого узла плотной ткани в виде фиброзной «капсулы», что не было характерным для контрольных групп.


При исследовании опухоли в ультрафиолетовом свете при длине волны 254 и 366 нм отмечалась отчетливая флуоресценция в виде зелено-желто -оранжевой окраски различной интенсивности, что указывает на накопление препарата в опухолевой ткани [223]. В ряде случаев аналогичный эффект мы наблюдали и в метастатически пораженных регионарных лимфоузлах. 
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Рис. 4.4. Количество выявленных лимфоузлов в регионарной клетчатке больных РМЖ


По данным послеоперационного гистологического исследования удаленных опухолей железы, у всех больных была выявлена аденокарцинома различной степени дифференцировки.


В послеоперационном периоде больные всех групп начинали ходить со 2-х суток после операции. Лечебные медикаментозные мероприятия проводились по синдромальному принципу, а с 3-5 дня подключались лечебная физкультура, массаж. 


Анализ частоты послеоперационных осложнений не выявил существенных различий между сравниваемыми группами, однако, надо все же отметить большее количество инфекционно-воспалительных осложнений у больных контрольных групп по сравнению с группами, получавшими Ukrain (табл. 4.1).


Этот факт, а также более гладкое течение послеоперационного периода у больных после неоадъювантного курса Ukrain, наглядно отразились на длительности стационарного послеоперационного лечения (рис. 4.5).

Таблица 4.1

Характер и частота послеоперационных осложнений (%) у больных РМЖ

	Характер осложнений
	Группы больных

	
	Контроль 1

n=25
	Контроль 2

n=25
	Ukrain 50

n=25
	Ukrain 100

n=25
	Ukrain 200

n=25

	Длительная лимфорея
	8
	8
	8
	4
	8

	Некроз кожи
	4
	8
	4
	4
	-

	Нагноение ран
	4
	4
	-
	-
	4

	Пневмония
	4
	-
	-
	-
	-

	Всего осложнений
	20
	20
	12
	8
	12
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Рис. 4.5. Продолжительность стационарного лечения больных РМЖ в сравниваемых группах (1–до операции, 2–после операции, 3–всего)


Исходя из вышеизложенного, можно констатировать, что препарат, независимо от дозы, не оказывает отрицательного влияния на субъективное состояние больных, хорошо переносится, не вызывает аллергических реакций. Ukrain, обладая общеукрепляющим действием на организм пациенток, улучшая их психоэмоциональное состояние, может рассматриваться по клиническим данным как достаточно эффективное адаптогенное средство, способствующее более благоприятному, чем в контроле, течению раннего послеоперационного периода.


Количественная и качественная лимфопролиферативная реакция под воздействием Ukrain со стороны как интактных, так и поражённых метастатическим процессом лимфатических узлов способствует, на наш взгляд, более качественному и радикальному выполнению наиболее важного этапа мастэктомии–удалению регионарной клетчатки с лимфоузлами.


Независимо от дозы препарат обладает способностью избирательно накапливаться в опухолевой ткани и, в меньшей степени, в регионарных метастазах.


Можно предположить, что развитие фиброзной «капсулы» вокруг опухоли будет, вероятно, способствовать повышению абластичности операции, и, следовательно, уменьшению местных рецидивов.


Результаты клинических наблюдений показали эффективность всех доз (50, 100 и 200 мг), и отдать предпочтение какой-либо из них при анализе вышеприведенных клинических данных мы не можем. 


4.1.2. Изменения гематологических параметров 


При поступлении в клинику больным РМЖ производили общеклиническое обследование. В гемограммах выявлены характерные для всех групп пациентов изменения в виде лимфопении, умеренной тромбоцитопении и ускорения СОЭ, другие показатели существенно, в сопоставлении с их величинами у здоровых, не изменялись. Реакция организма больных на предоперационную лучевую терапию (группа Контроль 2) проявилась в некотором снижении количества эритроцитов, гемоглобина и тромбоцитов, более заметными были изменения в лейкоцитарной формуле в виде нейтропении, лимфопении и моноцитоза. Отмечено значимое увеличение СОЭ (табл. 4.2).


В послеоперационном периоде у больных РМЖ контрольных групп достоверно снижалось по отношению к дооперационному уровню и к здоровым содержание эритроцитов и гемоглобина, зарегистрирована также умеренная тромбоцитопения. Операционная травма сопровождалась умеренным лейкоцитозом, достоверно возрастала концентрация нейтрофилов и моноцитов. На фоне исходно низкого содержания, количество лимфоцитов на 7-10 сутки после операции еще больше снижалась, а СОЭ, в сопоставлении с предоперационными величинами, достоверно увеличивалось.


Назначение Ukrain в курсовых дозах 50, 100 и 200 мг значимого влияния на динамику количества эритроцитов, гемоглобина и лейкоцитов не оказывало. Под влиянием препарата, особенно в дозе 100 мг, несколько увеличивалось количество тромбоцитов. В лейкоцитограмме отчетливые изменения выявлены только в виде увеличения процентного содержания лимфоцитов и моноцитов. 


Более заметно влияние Ukrain на показатели гемограммы в послеоперационном периоде. На 7-10 сутки после операции у больных, получавших Ukrain, развивались однонаправленные с контрольными группами изменения в гемограмме. Однако имелись и некоторые различия по ряду показателей.


Так, назначение препарата в курсовых дозах 50, 100 и 200 мг значимого влияния на динамику количества эритроцитов и гемоглобина не оказывало. Так же, как и в контрольных группах, у этих больных в раннем послеоперационном периоде развивалась умеренно выраженная анемия. Препарат в исследуемых дозах способствовал увеличению количества тромбоцитов. Не наблюдалось также влияния сравниваемых курсовых доз Ukrain на динамику содержания лейкоцитов, базофилов, эозинофилов и моноцитов. В тоже время отчетливо прослеживалось нормализующее действие Ukrain в исследованных дозах на относительное содержание нейтрофильных форм лейкоцитов.


Достаточно показательно действие Ukrain и на процентное содержание в крови лимфоцитов: препарат способствовал увеличению, в отличие от контрольных величин, содержания последних в раннем послеоперационном периоде, особенно при его дозах в 50 и 100 мг. Отмечена также способность препарата вызывать тенденцию к снижению СОЭ (табл. 4.3).


Таким образом, у больных РМЖ при поступлении в стационар существенных изменений большинства исследованных показателей гемограммы, за исключением лимфопении и увеличения СОЭ не выявлено. Предоперационная лучевая терапия проявляется тенденцией к снижению количества эритроцитов, тромбоцитов, лимфоцитов и нейтрофильных лейкоцитов. Оперативное вмешательство на молочной железе у больных обеих контрольных групп ведет к развитию в послеоперационном периоде гипохромной анемии, нейтрофильного лейкоцитоза с незначительным сдвигом влево, вызывает лимфопению и увеличение СОЭ. Предоперационная лучевая терапия не изменяет направленности данных изменений. 


Непосредственно после окончания неоадъювантной терапии исследуемыми дозами Ukrain у больных РМЖ заметных изменений в исследуемых гематологических параметрах не выявлено, что указывает на отсутствие миелотоксического действия у препарата (табл. 4.2-4.3). В послеоперационном периоде у больных, получивших различные дозы Ukrain, выявлено нормализующее влияние препарата во всех исследованных дозах на содержание нейтрофильных лейкоцитов, лимфоцитов и величину СОЭ.


4.1.3. Изменение биохимических параметров крови


Исследованием ряда биохимических параметров гомеостаза у больных РМЖ всех тестируемых групп при поступлении в клинику выявлены однотипные изменения в виде умеренно выраженной гипоальбуминемии. Уровни таких небелковых азотистых компонентов крови, как мочевина и креатинин, концентрация билирубина и глюкозы, ряд показателей электролитного и липидного обменов практически не отличались от их значений у здоровых лиц (табл. 4.4).


Изучение активности исследуемых ферментов показало следующее. Уровни активностей аминотрансфераз, щелочной фосфатазы (ЩФ) и ГГТП соответствовали показателям у здоровых. Выявлена тенденция к увеличению активности лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и к снижению–холинэстеразы (ХЭ) по сравнению со здоровыми.


Корригирующая симптоматическая терапия больным I контрольной группы или предоперационная лучевая терапия в режиме гипофракционирования во II группе контроля заметных отклонений изучаемых параметров от исходных величин не вызывала.

Таблица 4.2

Динамика показателей гемограммы при комбинированном лечении больных раком молочной железы

	Показатели
	Здоровые

n=25
	При поступлении
	Перед операцией
	7-10 сут после операции

	
	
	Контроль 1

n=24
	Контроль 2

n=23
	Контроль 1

n=24
	Контроль 2

n=22
	Контроль 1

n=22
	Контроль 2

n=21

	Эритроциты,101,2/л
	4,4±0,1
	4,2±0,1
	4,3±0,1
	4,2±0,1
	3,8±1,31
	3,5±0,11,2
	3,5±0,11,2,3

	Гемоглобин, г/л
	143,9±3,1
	138,2±3,2
	141,2±2,7
	138,2±3,2
	130,1±4,5
	114,2±4,31,2
	113,8±3,31,2

	Лейкоциты,109/л
	4,6±0,3
	5,0±0,4
	5,9±0,51
	5,0±0,4
	4,6±0,7
	6,0±1,6
	5,8±0,6

	Нейтрофилы:
	
	
	
	
	
	
	

	палочкоядерные,%
	1,7±0,2
	2,0±0,5
	3,2±0,61
	2,0±0,5
	4,4±0,71
	8,0±2,22
	6,5±0,71,2,3

	сегментоядерные,%
	58,1±1,6
	61,7±1,9
	67,4±1,31
	61,7±1,9
	68,9±1,41
	68,8±1,21
	67,6±1,61

	Базофилы,%
	0,2±0,1
	0,3±0,2
	0,0±0,0
	0,3±0,2
	0,2±0,1
	0,4±0,2
	0,1±0,1

	Эозинофилы,%
	1,8±0,3
	1,1±0,3
	0,9±0,31
	1,1±0,3
	1,5±0,5
	2,6±1,1
	2,5±0,52

	Лимфоциты,%
	34,1±1,4
	28,5±1,71
	23,2±1,61
	28,5±1,71
	17,8±1,71,2
	13,6±2,21,2
	16,0±1,01,2,3

	Моноциты,%
	4,0±0,5
	6,4±0,61
	5,3±0,8
	6,4±0,61
	7,3±1,01
	6,6±0,91
	7,4±0,91

	Тромбоциты, 109/л
	244,1±15,2
	218,4±16,2
	223,4±8,2
	218,4±16,2
	199,2±19,8
	215,1±17,2
	183,0±15,1

	СОЭ,мм/ч
	6,1±0,5
	10,7±0,91
	11,6±2,7
	10,7±0,9
	23,5±3,71,2
	48,2±6,71,2
	35,4±3,71,2,3


p<0,05 при сравнении:

1 – с показателем у здоровых;

2 – с показателем при поступлении;

3 – с показателем перед операцией.

Таблица 4.3

Динамика показателей гемограммы при комбинированном лечении больных раком молочной железы с применением Ukrain
	Показатели
	Здоровые

n=25
	При поступлении
	Перед операцией

(после курса украинотерапии)
	7-10 сут

после операции

	
	
	Ukrain 50

n=25
	Ukrain 100

n=24
	Ukrain 200

n=23
	Ukrain 50

n=24
	Ukrain 100

n=24
	Ukrain 200

n=23
	Ukrain 50

n=22
	Ukrain 100

n=24
	Ukrain 200

n=20

	Эритроциты,101,2/л
	4,4±0,1
	4,2±0,1
	4,2±0,1
	4,4±0,1
	4,2±0,1
	4,0±0,1
	4,5±0,4
	3,5±0,11,2
	3,6±0,12,3
	3,9±2,1

	Гемоглобин, г/л
	143,9±3,1
	139,0±4,1
	142,1±2,0
	144,0±2,2
	140,1±4,2
	136,4±3,3
	142,6±2,8
	117,0±5,11,2,3
	118,2±3,11,2,3
	127,5±0,43

	Лейкоциты,109/л
	4,6±0,3
	5,1±0,3
	4,4±0,3
	4,1±0,1
	4,6±0,3
	5,3±0,4
	5,4±1,2
	5,5±0,6
	4,0±0,23
	5,7±1,4

	Нейтрофилы:
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	палочкоядерные,%
	1,7±0,2
	2,2±0,6
	1,9±0,4
	1,8±0,3
	1,0±0,4
	2,4±0,6
	2,5±0,4
	3,1±0,73
	3,4±0,81
	2,6±0,11,2

	сегментоядерные,%
	58,1±1,6
	60,8±2,6
	68,1±2,41
	62,5±2,5
	62,7±2,4
	64,8±2,31
	52,5±3,5
	61,3±1,8
	61,0±2,8
	63,2±2,1

	Базофилы,%
	0,2±0,1
	0,3±0,2
	0,2±0,1
	0,5±0,2
	0,3±0,2
	0,1±0,1
	0,5±0,1
	0,3±0,2
	0,3±0,2
	0,0±0,0

	Эозинофилы,%
	1,8±0,3
	1,2±0,4
	0,9±0,21
	0,5±0,1
	1,5±0,6
	1,3±0,4
	2,0±0,5
	2,1±0,7
	1,8±0,6
	2,5±0,4

	Лимфоциты,%
	34,1±1,4
	28,2±2,21
	24,4±2,51
	30,4±2,6
	28,5±1,91
	25,4±2,21
	35,0±4,4
	25,7±2,21
	27,0±2,71
	21,5±2,71

	Моноциты,%
	4,0±0,5
	7,3±0,51
	4,7±0,8
	4,1±0,11
	5,9±0,51
	6,0±0,61
	7,5±0,51,2
	7,3±0,81
	6,4±0,81
	10,2±0,31,3

	Тромбоциты, 109/л
	244,1±15,2
	228,2±12,0
	218,0±18,4
	191,5±11,3
	203,0±11,1
	252,4±17,2
	236,3±4,5
	227,0±8,3
	258,3±17,4
	248,7±65,8

	СОЭ, мм/ч
	6,1±0,5
	10,2±1,2
	14,1±1,81
	11,5±0,51
	11,2±2,8
	17,1±2,01
	14,5±4,7
	28,6±3,81,2,3
	27,8±3,11,2,3
	32,1±2,81,2,3


p<0,05 при сравнении:

1 – с показателем у здоровых;

2 – с показателем при поступлении;

3 – с показателем перед операцией.


В раннем послеоперационном периоде у больных контрольных групп усугублялись гипопротеинемия и гипоальбуминемия, более выраженные у больных, получавших предоперационную лучевую терапию. Концентрации мочевины и билирубина были несколько меньше значений у здоровых, а креатина – не изменялась. Операционная травма, как стрессовый фактор, сопровождалась тенденцией к повышению уровня глюкозы, калия, натрия и хлора в плазме крови оперированных больных. Не отмечено изменений показателей липидного обмена в послеоперационном периоде.


Ферментный спектр у больных РМЖ в раннем послеоперационном периоде характеризовался рядом изменений. Так, отмечалась тенденция к увеличению активностей АЛТ, АСТ, ЛДГ и ЩФ, более выраженная у больных с предоперационным облучением. Активности ХЭ и ГГТП оставались сниженными и в послеоперационном периоде.


Неоадъювантная терапия Ukrain больных РМЖ в различных курсовых дозах не вызывала значимых изменений концентраций общего белка, альбумина, мочевины, креатинина, глюкозы, электролитов, холестерина и триглицеридов плазме крови , по сравнению с исходными. Среди активностей исследуемых ферментов отмечено нормализующее влияние препарата на уровень холинэстеразы и тенденция к увеличению, особенно при дозе 200 мг, активностей ЛДГ и ГТТП (табл. 4.5).


В послеоперационном периоде у всех больных, получавших Ukrain, так же, как и в контрольных группах, выявлялась гипопротеинемия и гипоальбуминемия. Концентрации мочевины, креатина, глюкозы в динамике не изменялись. Отчетливо выявлялось снижение концентрации билирубина. Активности АЛТ, АСТ, ЩФ, ЛДГ, ХЭ и ГГТП, в отличие от контрольных групп, не отличались от нормы. Из электролитных показателей изменялась только концентрация калия в плазме в сторону его увеличения, не отмечено влияния препарата также на исследованные показатели липидного обмена (см. табл. 4.5).


Таким образом, проведенные нами исследования некоторых биохимических показателей гомеостаза у больных РМЖ позволили выявить изменения в крови в виде гипоальбуминемии, повышенной активности ЛДГ и сниженной – ХЭ. Предоперационная подготовка, так же как и лучевая терапия в режиме укрупненных фракций, заметных изменений биохимических параметров крови, по сравнению с исходными, не вызывали.


Операционная травма вызывала типичные, свойственные для стресс-реакции [180], изменения в организме больных в виде гипопротеинемии, гипоальбуминемии, умеренной гиперкалиемии и гипергликемии. Следствием катаболической реакции в организме была тенденция к увеличению активностей ряда индикаторных ферментов.


По нашим данным, системная неоадъювантная терапия Ukrain в различных курсовых дозах больных РМЖ заметных изменений биохимических параметров крови, при сравнении их с исходными величинами, не вызывала, что указывает на отсутствие токсического действия препарата на организм больных. Возможно также, что Ukrain оказывает нормализующее действие на некоторые показатели метаболического контроля, так как после его применения не наблюдалось изменения активностей исследованных ферментов в послеоперационном периоде, в то время как они имели место у больных контрольных групп.

Таблица 4.4

Динамика биохимических показателей в плазме крови при комбинированном лечении больных РМЖ

	Показатели
	Здоровые

n=25
	При поступлении
	Перед операцией
	7-10 сут после операции

	
	
	Контроль 1

n=25
	Контроль 2

n=24
	Контроль 1

n=24
	Контроль 2

n=24
	Контроль 1

n=23
	Контроль 2

n=22

	Общий белок, г/л
	78,0±0,9
	73,3±2,11
	78,0±1,7
	75,6±2,0
	73,8±1,31
	72,1±1,31
	69,9±1,51,2

	Альбумин, %
	56,0±0,5
	47,4±2,5
	48,3±0,6
	49,2±3,8
	46,3±1,2
	44,5±1,01
	41,5±0,91

	Мочевина, ммоль/л
	6,0±0,2
	6,2±0,7
	4,7±0,41
	5,0±1,3
	4,4±0,31
	4,8±0,7
	4,6±0,51

	Креатинин, ммоль/л
	0,06±0,01
	0,07±0,01
	0,07±0,01
	0,08±0,01
	0,07±0,01
	0,07±0,01
	0,06±0,01

	Билирубин, ммоль/л
	13,1±1,2
	11,1±0,7
	14,2±1,1
	12,7±1,0
	15,1±2,0
	14,5±2,4
	10,9±0,62

	АЛТ, ммоль/л
	0,4±0,1
	0,7±0,3
	0,5±0,1
	0,6±0,2
	0,3±0,1
	0,6±0,1
	0,7±0,2

	АСТ, ммоль/л
	0,3±0,1
	0,5±0,1
	0,4±0,2
	0,4±0,1
	0,2±0,1
	0,5±0,1
	0,8±0,12,3

	ЩФ, ед/л
	41,5±3,6
	46,3±4,7
	47,4±5,3
	44,3±5,2
	54,1±5,8
	48,3±6,6
	59,8±7,4

	ЛДГ, ед/л
	232,4±10,6
	278,4±11,2
	341,2±29,6
	266,3±15,4
	329,8±62,1
	277,9±71,0
	312,7±36,8

	Холинэстераза, мккат/л
	189,6±17,7
	136,4±22,1
	102,5±15,1
	124,9±15,6
	124,3±11,3
	163,8±12,1
	161,3±8,8

	ГГТП, ед/л
	28,3±0,6
	26,7±1,4
	34,6±15,5
	29,4±1,2
	21,1±2,8
	30,4±10,3
	23,5±12,3

	Глюкоза, ммоль/л
	4,7±0,1
	5,2±0,4
	6,2±0,7
	5,0±0,9
	5,8±0,6
	7,3±1,2
	5,6±0,31

	Kалий, ммоль/л
	4,0±0,1
	4,3±0,1
	4,6±0,11
	4,1±0,6
	4,5±0,11
	4,4±0,11
	4,6±0,21

	Натрий, ммоль/л
	142,0±0,8
	142,6±1,1
	146,2±0,51
	144,0±2,1
	145,9±0,51
	144,0±1,3
	144,7±0,71

	Хлор, ммоль/л
	102,2±0,9
	104,2±1,5
	107,6±0,71
	104,3±1,8
	107,5±0,61
	106,5±1,11
	106,4±0,81

	Кальций, ммоль/л
	2,5±0,1
	2,3±0,3
	2,5±0,1
	2,4±0,3
	2,4±0,1
	2,2±0,4
	2,3±0,1

	Холестерин, ммоль/л
	4,4±0,2
	5,1±0,3
	5,2±0,3
	5,0±0,4
	5,4±0,41
	5,1±0,2
	5,3±0,3

	Триглицериды, ммоль/л
	1,1±0,1
	1,6±0,3
	1,3±0,2
	1,5±0,3
	1,2±0,2
	1,6±0,2
	1,4±0,2


p<0,05 при сравнении:

1 – с показателем у здоровых; 2 — с показателем при поступлении; 3 — с показателем перед операцией.

Таблица 4.5

Динамика биохимических показателей в плазме крови при комбинированном лечении больных РМЖ с применением Ukrain
	Показатели
	Здоровые

n=25
	При поступлении
	Перед операцией

(после курса украинотерапии)
	7-10 сут после операции

	
	
	Ukrain 50

n=25
	Ukrain 100

n=24
	Ukrain 200

n=25
	Ukrain 50

n=24
	Ukrain 100

n=24
	Ukrain 200

n=25
	Ukrain 50

n=24
	Ukrain 100

n=23
	Ukrain 200

n=24

	Общий белок, г/л
	78,0±0,9
	75,0±2,0
	74,4±2,1
	72,5±1,5
	71,3±1,21
	76,1±2,3
	73,5±8,3
	66,3±2,41,2,3
	72,6±1,41
	70,0±1,41

	Альбумин, %
	56,0±0,5
	46,3±3,31
	49,8±2,0
	48,8±1,9
	48,4±2,7
	47,3±1,4
	48,0±2,8
	43,3±1,01
	49,3±0,81
	44,7±2,11

	Мочевина, ммоль/л
	6,0±0,2
	6,3±0,6
	6,5±0,6
	7,3±3,4
	6,4±0,4
	6,2±0,5
	7,7±3,3
	5,6±0,3
	5,9±0,9
	6,2±1,7

	Креатинин, ммоль/л
	0,06±0,01
	0,08±0,1
	0,09±0,1
	0,07±0,01
	0,04±0,02
	0,07±0,01
	0,06±0,01
	0,09±0,02
	0,08±0,01
	0,06±0,01

	Билирубин, ммоль/л
	13,1±1,2
	10,0±0,7
	14,6±1,3
	10,9±2,1
	10,0±0,5
	12,4±1,5
	7,9±1,1
	8,4±0,41,2,3
	10,6±1,22
	12,0±1,7

	АЛТ, ммоль/л
	0,4±0,1
	0,8±0,4
	0,5±0,1
	0,4±0,1
	0,7±0,11
	0,5±0,1
	0,4±0,2
	0,6±0,1
	0,5±0,1
	0,7±0,2

	АСТ, ммоль/л
	0,3±0,1
	0,4±0,1
	0,5±0,1
	0,6±0,1
	0,5±0,1
	0,4±0,1
	0,4±0,1
	0,4±0,1
	0,4±0,1
	0,4±0,1


	ЩФ, ед/л
	41,5±3,6
	49,1±3,2
	52,0±4,4
	43,8±1,2
	42,7±2,0
	48,9±1,1
	50,0±4,3
	46,7±1,0
	40,1±0,92
	49,1±3,3

	ЛДГ, ед/л
	232,4±10,6
	286,4±11,0
	301,3±22,0
	288,3±34,5
	260,1±41,2
	311,7±25,9
	316,8±20,0
	230,1±18,9
	216,4±28,4
	302,1±44,0

	ХЭ, мккат/л
	189,6±17,7
	122,9±18,4
	127,1±15,0
	117,8±24,2
	156,0±31,3
	170,5±5,5
	192,1±37,4
	164,3±11,7
	188,0±22,9
	190,1±17,0

	ГГТП, ед/л
	28,3±0,6
	28,9±2,1
	24,4±1,2
	30,1±1,5
	26,5±0,1
	32,2±2,0
	37,1±1,21
	25,3±1,0
	29,0±0,9
	34,4±2,0

	Глюкоза, ммоль/л
	4,7±0,1
	5,1±0,6
	6,0±0,41
	5,6±0,4
	5,2±0,4
	6,0±0,51
	6,1±0,21
	4,7±0,2
	5,8±0,4
	5,4±1,2

	Kалий, ммоль/л
	4,0±0,1
	4,4±0,11
	4,2±0,1
	4,4±0,6
	4,3±0,11
	4,1±0,2
	4,7±0,2
	4,5±0,21
	4,2±0,1
	4,8±0,11

	Натрий, ммоль/л
	142,0±0,8
	143,1±2,0
	140,2±2,2
	141,5±3,5
	144,4±1,5
	142,5±2,4
	146,5±3,4
	140,3±1,4
	140,2±1,2
	145,5±2,0

	Хлор, ммоль/л
	102,2±0,9
	103,2±1,1
	104,3±1,0
	104,5±4,4
	107,4±2,02
	106,5±2,1
	103,5±2,5
	106,0±1,11
	104,3±1,5
	101,0±1,8

	Кальций, ммоль/л
	2,5±0,1
	2,2±0,8
	2,3±0,4
	2,6±0,9
	2,2±0,8
	2,4±0,1
	2,6±0,4
	2,2±0,2
	2,5±0,5
	2,6±0,8

	Холестерин, мМ
	4,4±0,2
	5,5±0,9
	5,4±1,0
	4,9±0,8
	5,0±1,2
	5,8±0,91
	4,7±0,3
	5,0±0,5
	4,9±0,2
	4,3±1,0

	Триглицериды, г/л
	1,1±0,1
	1,4±0,2
	1,6±0,6
	1,4±0,1
	1,0±0,1
	1,2±0,5
	1,4±0,4
	1,3±0,8
	1,5±0,5
	1,7±0,4


p<0,05 при сравнении: 1 – с показателем у здоровых; 2 —  с показателем при поступлении; 3 — с показателем перед операцией.


4.1.4. Динамика показателей гемостазиограммы


Анализ некоторых показателей системы гемостаза у больных РМЖ при поступлении в клинику позволил выявить определенные, характерные для опухолевого процесса, изменения [244,253]. Общим для всех больных было отсутствие нарушений первичного (сосудисто-тромбоцитарного) гемостаза. Количество тромбоцитов у больных было в пределах верхней границы нормы, не было клинических проявлений повышенной ломкости капилляров, пробы на резистентность их были отрицательными, однако выявлена тенденция к снижению показателя аутокоагулограммы. Величина протромбинового индекса была в пределах нормальных величин, содержание фибриногена значимо повышено. Выявлено также достоверное увеличение тромбинового времени и активности фибриназы. Так как увеличение тромбинового времени чаще всего связано с недостатком фибриногена, а его уровень был повышен, то в такой ситуации увеличение тромбинового времени может быть обусловлено функциональной неполноценностью молекулы фибриногена [65].


Таким образом, у больных раком молочной железы выявлены тенденция к гиперкоагуляции за счет активации первой фазы (ускорено образование протромбиназы) свертывания, при ненарушенном тромбинообразовании, активации третьей фазы на фоне повышения антикоагулянтных свойств крови и умеренной депрессии фибринолитической системы. В подобной ситуации для восстановления системы гемостаза оправдано назначение дезагрегантов и проведение гемодилюции.


Предоперационная подготовка в контрольных группах не позволила в полной мере скоррегировать выявленные нарушения показателей коагулограммы. К 7-10 суткам после операции показатели I фазы свертывания и активности антикоагулянтной системы нормализовались, сохранились умеренная гиперфибриногенемия и угнетение фибринолитической активности крови.


Проведение неоадъювантных курсов украинотерапии в различных дозах существенных изменений в показателях коагулограммы не вызвало. На 7-10 сутки после операции у больных, получавших Ukrain, изменения в коагулограмме носили аналогичный контрольным группам характер изменений. При нормальных значениях I и II фазы свертывания концентрация фибриногена и антикоагулянтная активность оставались повышенными, система фибринолиза – угнетенной (табл. 4.6).


Таким образом, наши исследования показали, что независимо от курсовой дозы, Ukrain не оказывает влияния на показатели вторичного гемостаза, а изменения в коагулограмме больных опытных групп имели однонаправленный с контрольными показателями характер изменений в процессе лечения больных раком молочной железы.


4.1.5. Влияние Ukrain на гормональный статус больных 


Развитие и функциональная активность молочных желез женщины находятся под контролем, по крайней мере, 15 гормонов. Доказано, что рак молочной железы — гормонозависимое злокачественное новообразование, опухолевые клетки которого в большинстве случаев чувствительны и реагируют на гормональные лечебные воздействия [244,396].

Таблица 4.6

Динамика показателей коагулограммы при комбинированном лечении больных РМЖ

	Показатели
	Здоровые

n=25
	При поступлении
	Перед операцией
	7-10 сут после операции

	
	
	Контроль 1

n=25
	Контроль 2

n=25
	Контроль 1

n=24
	Контроль 2

n=25
	Контроль 1

n=23
	Контроль 2

n=22

	АКГ на 8 мин, сек
	11,2±0,4
	9,4±0,9
	8,6±0,41
	9,0±0,2
	8,6±0,41
	10,0±1,2
	11,5±1,5

	Протромбин. индекс 
	0,93±0,02
	0,95±0,03
	0,97±0,02
	0,95±0,03
	1,60±0,70
	0,91±0,04
	0,91±0,03

	Фибриноген, г/л
	1,9±0,1
	2,4±0,2
	2,5±0,2
	2,6±0,3
	2,7±0,21
	4,6±0,41,2
	3,3±0,31

	Тромбиновое время, сек
	13,7±0,3
	15,9±0,41
	14,8±0,41
	14,4±0,8
	15,6±0,61
	13,6±0,2
	15,4±1,9

	Фибриназа, сек
	34,7±1,3
	42,8±1,91
	41,4±1,61
	42,2±2,0
	39,6±1,7
	42,6±2,61
	39,2±1,8


	Показатели
	При поступлении
	Перед операцией

(после курса украинотерапии)
	7-10 сут после операции

	
	Ukrain 50

n=25
	Ukrain 100

n=25
	Ukrain 200

n=25
	Ukrain 50

n=23
	Ukrain 100

n=24
	Ukrain 200

n=22
	Ukrain 50

n=24
	Ukrain 100

n=25
	Ukrain 200

n=24

	АКГ на 8 мин, сек
	9,8±1,0
	10,3±0,9
	9,0±1,2
	11,3±0,9
	9,9±0,8
	11,4±1,0
	12,0±1,0
	9,4±0,8
	11,3±1,0

	Протромбин. индекс
	0,92±0,02
	0,95±0,02
	1,04±0,10
	0,94±0,02
	0,93±0,02
	1,00±0,22
	0,94±0,02
	0,86±0,022
	0,90±0,03

	Фибриноген, г/л
	2,3±0,2
	2,7±0,21
	3,1±0,21
	1,9±0,1
	2,5±0,2
	2,9±0,61
	3,0±0,31,3
	3,1±0,21
	4,2±0,31,3

	Тромбиновое время, сек
	15,9±0,41
	16,0±0,51
	17,5±1,51
	15,8±0,91
	15,6±0,51
	15,0±2,0
	15,2±0,8
	15,8±0,61
	16,5±0,81

	Фибриназа, сек
	41,9±2,31
	41,5±2,2
	45,5±3,51
	41,2±1,91
	40,9±2,01
	49,0±3,11
	44,9±2,41
	43,3±4,6
	49,5±2,51


p<0,05 при сравнении: 1 – с показателем у здоровых; 2 — с показателем при поступлении; 3 — с показателем перед операцией.


Учитывая важную роль гормонов в рецепции и индукции опухолевого роста в молочной железе, мы посчитали целесообразным провести исследование гормонального статуса пациентов и попытаться выяснить, возможна ли реализация противоопухолевого эффекта Ukrain опосредованно через описанный механизм гормонального воздействия на опухоль, в основе которого лежит снижение уровня эндогенных эстрогенов или устранение их эффекта в отношении клеток РМЖ [274].


Как показали наши исследования, в гормональном статусе больных РМЖ всех исследуемых групп при поступлении в клинику имелись определенные изменения.


Так, при изучении функциональной активности коры надпочечников по уровню кортизола нами выявлена отчетливая тенденция к его увеличению в плазме крови у всех больных РМЖ по сравнению со здоровыми женщинами (рис. 4.6).
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Рис. 4.6. Динамика концентрации кортизола в плазме крови больных при комбинированном лечении больных раком молочной железы


На повышение уровня кортизола в циркулирующей крови у больных первичнооперабельным раком молочной железы указывает и Сидоренко Л.Н (1986) [160]. По мнению автора, гиперкортизолемия может быть обусловлена как стрессовым механизмом его гиперпродукции, поскольку течение злокачественного процесса сопровождается хроническим напряжением механизмов гомеостаза., так и имеющимися у данных больных нарушениями функционального состояния печени, приводящими к ингибированию процессов метаболизма кортикостероидов.


Уровень пролактина у больных раком молочной железы, по нашим данным, имел лишь тенденцию к снижению по отношению к показателю у здоровых женщин (рис. 4.7).
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Рис. 4.7. Динамика концентрации пролактина в плазме крови при комбинированном лечении больных раком молочной железы


Анализ литературных данных по изучению уровня пролактина у больных раком молочной железы показал их противоречивый характер. Так одни авторы наблюдали повышенный уровень пролактина в крови [160,390,438], другие находили его содержание нормальным [298,299,362].


Уровень прогестерона в крови больных РМЖ при поступлении в клинику, в сопоставлении с показателем у здоровых, был заметно снижен (рис. 4.8), в то время как уровень эстрадиола практически не изменялся (рис. 4.9), хотя доказано участие этих гормонов в патогенезе опухолевого роста [160,332,391].


В специальной литературе значительное место отведено оценке функционального состояния щитовидной железы в патогенезе опухолевых заболеваний молочной железы. Мнения в оценке тиреоидной активности у больных РМЖ также разноречивы. О гипотиреоидном состоянии как возможном факторе, способствующем возникновению и прогрессированию опухолевого процесса в молочных железах, свидетельствовали ряд авторов [160,450,451]. Однако D. Hoffman и соавторы [300] не выявили различий в функциональной активности щитовидной железы у больных раком молочной железы и здоровых женщин.
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Рис. 4.8. Динамика концентрации прогестерона в плазме крови при комбинированном лечении больных раком молочной железы

[image: image66.wmf]0

0,4

0,8

1,2

1,6

Контроль 1

Контроль 2

Ukrain 50

Ukrain 100

Ukrain 200

При поступлении

Перед операцией

7 – 10 сутки после операции.

Норма

нмоль/л

n=25

n=25

n=25

n=24

n=23


Рис. 4.9. Динамика концентрации эстрадиола в плазме крови при комбинированном лечении больных раком молочной железы


Как показали наши исследования, у больных с первично диагностированной узловой формой РМЖ уровни тироксина и трийодтиронина практически не отличались от показателей у здоровых женщин (рис. 4.10-4.11).
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Рис. 4.10. Динамика концентрации тироксина в плазме крови при комбинированном лечении больных раком молочной железы.

[image: image68.wmf]0

0,5

1

1,5

2

Контроль 1

Контроль 2

Ukrain 50

Ukrain 100

Ukrain 200

При поступлении

Перед операцией

7 – 10 сутки после операции.

Норма

нмоль/л

n=23

n=24

n=24

n=25

n=25


Рис. 4.11. Динамика концентрации трийодтиронина в плазме крови при комбинированном лечении больных раком молочной железы.


При анализе уровня исследуемых гормонов в крови у больных с различной степенью распространенности опухолевого процесса нами так же, как и другими исследователями [160,300], не выявлена зависимость между уровнем данных гормонов и стадией опухолевого процесса.


Таким образом, полученные нами данные по изучению гормонального фона у первичных больных раком молочной железы в целом соответствуют результатам исследований других авторов и, следовательно, могут служить исходной базой для оценки возможного влияния препарата Ukrain на гормональный статус.


Предоперационная лучевая терапия в режиме укрепленных фракций, по нашим данным, практически не вызывала изменений уровней исследуемых гормонов по сравнению с исходными величинами (см. рис.4.7-4.11).


Нами проанализированы показатели гормонального статуса у неоперированных больных РМЖ после различных доз украинотерапии. Результаты наших исследований показали, что Ukrain в суммарной дозе 50 мг какого-либо существенного влияния на уровни исследуемых гормонов в плазме крови больных раком молочной железы не оказывал (см. рис. 4.7-4.11). Не отмечено также влияния Ukrain в курсовой дозе 100 мг на исходные концентрации пролактина, тироксина, трийодтиронина и кортизола в крови больных, и только уровни прогестерона и эстрадиола имели тенденцию к увеличению (см. рис. 4.7-4.11). После проведенного курса украинотерапии в дозе 200 мг изменения гормонального профиля у больных РМЖ более заметны. Так, выявлено умеренное увеличение уровней кортизола, прогестерона, эстрадиола и тироксина, а уровень пролактина и трийодтиронина несколько снизился.


Следовательно, при одинаковой продолжительности курсов украинотерапии в 50 и 100 и 200 мг, можно констатировать, что изменения в гормональном профиле больных РМЖ, вероятно, несущественны и проявляются только при относительно высоких дозах препарата. К сожалению, наши данные, из-за отсутствия подобных клинических исследований, лишены сравнительного аспекта оценки. Однако в эксперименте показано, что только длительное (3-6 мес.) введение Ukrain вызывает снижение сывороточного эстрадиола у крыс и мышей [263]. В отношении пролактина известно, что однократное введение 28 мг/кг Ukrain ведет к снижению его уровня и только у самок, в то время как длительное введение различных доз препарата оказывает противоположное действие – уровень пролактина возрастает, но также у самок [263]. При исходном нарушении гормонального статуса животных (овариэктомия) введение Ukrain в течение 6 месяцев приводит к тому, что уровень пролактина и прогестерона повышался, а кортикостерона и альдостерона–снижался [267].


Оценка возможного влияния операционной травмы на гормональный статус в сравниваемых группах больных нами производилась на 7-10 сутки послеоперационного периода. У больных контрольных групп концентрация в плазме крови тироксина, трийодтиронина и эстрадиола практически не изменялась, уровень прогестерона увеличивался в абсолютных цифрах только у больных первой контрольной группы. Уровень кортизола достоверно, в сравнении с исходным, снижался у больных, получивших предоперационную лучевую терапию, Концентрация же пролактина у пациенток обеих контрольных групп достоверно возрастала (см. рис. 4.7-4.11). Факт резкого увеличения уровня пролактина на 10-14 сутки после оперативного вмешательства отмечали и другие авторы [472]. Объяснение этому факту, по-видимому, нужно искать в изменении сложных нейрогуморальных механизмов регуляции секреции пролактина под воздействием операционной травмы.


Анализ гормонального фона у больных, получавших Ukrain в дозе 50 мг, показал, что в раннем послеоперационном периоде уровень прогестерона был достоверно меньше в сравнении со здоровыми женщинами и его величиной до операции. Уровни эстрадиола и трийодтиронина в динамике не менялись, хотя и были несколько ниже, чем у здоровых женщин. Содержание тироксина и кортизола практически нормализовались, а уровень пролактина, как и в контроле, достоверно, в сравнении с дооперационным, возрастал (см. рис. 4.7-4.11).


При увеличении суммарной дозы Ukrain до 100 мг, в отличие от дозы 50 мг, нами не выявлено изменений концентрации прогестерона, отмечена тенденция к увеличению уровня эстрадиола и выявлены однотипные описанным выше, изменения концентрации тироксина, трийодтиронина и кортизола. Уровень пролактина так же, как и в других группах больных, значительно возрастал (см. рис. 4.7-4.11).


Увеличение курсовой дозы Ukrain до 200 мг характеризовалось следующими изменениями гормонального профиля больных в послеоперационном периоде. Концентрация пролактина, как и у больных всех других групп, достоверно возрастала, кортизола и прогестерона – несколько снизились и соответствовали их значениям при поступлении; трийодтиронина, эстрадиола и тироксина не изменялись (см. рис. 4.7-4.11).


Подводя итог исследованию показателей гормонального статуса у больных раком молочной железы, мы можем констатировать следующее.


Направленность количественных изменений уровней исследуемых гормонов в динамике во всех группах была практически одинаковой. 


Ukrain в исследуемых дозах оказывал нормализующее влияние в послеоперационном периоде на содержание кортизола, то есть в какой-то степени ограничивал проявления катаболических реакций в организме оперированных больных. 


Очевидно, противоопухолевый эффект препарата не обусловлен его действием на гормональную систему, по крайней мере, при примененных дозах и длительности лечения.


4.1.6. Характеристика иммунного статуса больных


Иммунотерапия, как способ лекарственного воздействия начал, широко применяется в онкологической практике только в последнее десятилетие. В зависимости от целей и задач, она может быть направлена на:

1. восстановление иммунокомпетентности, 

2. предупреждение иммунодепрессии, 

3. индукцию или активацию специфического противоопухолевого иммунитета [43,72,147].


Методы воздействия на иммунный статус у онкологических больных в большинстве своем относительно неспецифичны, а арсенал иммунокоррегирующих лекарственных средств, применяющихся на сегодняшний день в онкологии, достаточно широк. Однако, реальная эффективность последних не всегда позволяет добиваться специфических изменений иммунологических показателей онкобольных [147]. Поэтому в настоящее время остается еще много спорных и неясных вопросов как в области самой методологии иммунотерапии опухолей, так и перспектив в сфере поиска новых препаратов-иммуномодуляторов [14].


Объектом наших иммунологических исследований были пять групп больных РМЖ: две из них контрольные, три группы, получавшие в различных дозах Ukrain. Кроме того, полученные показатели сравнивали с аналогичными у здоровых добровольцев одинакового с больными возраста: как установлено в процессе исследования, показатели иммунного статуса последних соответствовали диапазону общепринятых стандартных величин. 


Сравнительный анализ данных, характеризующих иммунный статус здоровых добровольцев и больных раком молочной железы на момент их поступления в стационар показал, что наличие онкологического заболевания является причиной характерных и относительно однотипных для исследуемых нами групп онкобольных изменений иммунологических показателей (табл. 4.7-4.8). 


Так, в лейкоцитарной формуле периферической крови больных РМЖ установлено достоверное уменьшение относительного количества лимфоцитов, что на фоне соответствующих клинических симптомов в ряде случаев может быть неблагоприятным прогностическим показателем или признаком предстоящего утяжеления основного процесса [85]. 

Однако, несмотря на картину лимфопении, у больных имела место тенденция к увеличению относительного (на 5-13%) и абсолютного (на 25-100%) количества Т-лимфоцитов, в том числе и "активных" Т-лимфоцитов, абсолютное количество которых было достоверно увеличено. Кроме того, нами было зарегистрировано увеличение от 7 до 63% содержания Т-супрессоров и достоверное увеличение относительного количества Т-хелперов по сравнению со здоровыми субъектами. Соответственно, и величина иммунорегуляторного индекса (соотношение Тх/Тс) у больных РМЖ была выше, чем у здоровых лиц. При этом опухолевый процесс характеризовался достаточно высокими резервами функциональной активности популяции Т-лимфоцитов, о чем свидетельствует достоверное увеличение Е-РОК клеток, активированных левамизолом и Т-активином.


Анализ показателей гуморального звена иммунитета больных РМЖ предполагает неоднозначность его изменений. Так, если содержание иммуноглобулинов М и G практически не отличалось от величин у волонтёров, то уровень Ig A был достоверно выше. 


При определении таких показателей неспецифической системы иммунитета как титр комплемента и фагоцитарный индекс нейтрофилов нами не выявлено реакции организма больных на опухоль, однако обращает на себя внимание достоверное увеличение концентрации иммунных комплексов, что в целом характерно для опухолевых процессов [78].


При стандартной для большинства клиник предоперационной подготовке больных РМЖ значимых изменений в иммунограмме нами не выявлено (см. табл. 4.7). 


Предоперационное лучевое воздействие на опухоль и зоны регионарного метастазирования в интенсивно-концентрированном режиме вызывало определенные изменения иммунного статуса пациенток по сравнению с его исходным состоянием. Так, нами выявлено достоверное уменьшение относительного содержания лимфоцитов, а при достаточно стабильной абсолютной величине общих Т-лимфоцитов, их относительное содержание возросло на 26%. Аналогичная закономерность наблюдалась и в отношении содержания Т-активных лимфоцитов: абсолютное содержание их оставалось прежним, а в относительных величинах возросло. На этом фоне отмечались изменения в уровнях регуляторных Т-лимфоцитов: некоторое увеличение как “супрессорных”, так и их “хелперных” популяций. Заметна также реакция Е-РОК клеток, обработанных левамизолом и Т-активином, что может свидетельствовать о возрастающей их функциональной активности в условиях лучевого воздействия на организм. концентрация иммуноглобулинов, по сравнению с исходной, не изменялась. 


При лучевом воздействии на организм, судя по изменению титра комплемента и фагоцитарной активности нейтрофилов, происходит некоторая активация также и неспецифической системы иммунитета: в условиях “напряжения” иммунитета, индуцированного лучевой терапией, концентрация иммунных комплексов возросла (см. табл. 4.7). Следовательно, можно заключить, что предоперационное применение лучевой терапии в режиме укрупненных фракций, в отличие от описанных в доступной нам литературе других режимов [67,145], не оказывает заметного депрессивного влияния на иммунный статус больных РМЖ.


После проведения больным РМЖ курса неоадъювантной терапии Ukrain в суммарной дозе 50 мг абсолютное количество лейкоцитов и процентное содержание общих лимфоцитов существенным образом не изменилось, однако на этом фоне весьма заметно проявилось увеличение относительного и абсолютного количества Т-лимфоцитов (табл. 4.8), что, вероятнее всего, свидетельствует о дополнительном поступлении последних из тимуса в периферическую кровь. 


Высказанное предположение подтверждается также результатами определения количества активных Т-клеток: их процентное содержание несколько уменьшилось, а абсолютное количество осталось без изменений. Назначение Ukrain в суммарной дозе 50 мг индуцировало положительные сдвиги и в процентном содержании Т-хелперов и Т-супрессоров: сформировавшаяся тенденция уменьшения Т-супрессоров и увеличения Т-хелперов выразилась приближением к нормальным величинам их соотношения (см. табл. 4.8). Это согласуется с данными литературы о модулирующем эффекте Ukrain на содержание Т-лимфоцитов [371,420,421]. Кроме того, по полученным нами данным, препарат значимо увеличивает функциональную активность Е-РОК клеток, о чем свидетельствуют тесты с левамизолом и Т-активином.


Согласно имеющимся в нашем распоряжении литературным данным, гуморальное звено иммунитета влиянию Ukrain не подвержено [244,280,305,354], однако нами после курсового назначения Ukrain выявлены изменения в уровнях иммуноглобулинов сыворотки крови больных. При этом характерно, что если в отношении содержания IgG можно отметить лишь тенденцию к уменьшению, то уровни IgМ и, особенно, IgА снижаются достоверно и существенно (см. табл. 4.8). 


Особого внимания, по нашему мнению, заслуживает индуцированное Ukrain снижение по сравнению с исходным уровня ЦИК, что, очевидно, может быть оценено в качестве одного из позитивных иммуномодулирующих эффектов препарата. Кроме того, под влиянием Ukrain отмечалась отчётливая тенденция к увеличению титра комплемента, что, как показано [153], способствует росту фагоцитарной активности нейтрофилов (см. табл. 4.8).


После курса терапии Ukrain в суммарной дозе 100 мг в периферической крови больных нами были зарегистрированы тенденции к увеличению количества общих лимфоцитов, а также относительного и абсолютного количества Т-лимфоцитов по сравнению с их уровнями при поступлении больных в стационар (см. табл. 4.8). 


Вероятно, что этот эффект, как и отмеченный нами при курсовом назначении Ukrain в дозе 50 мг, является результатом выхода из тимуса молодых и функционально менее активных Т-клеток. На правомочность существования такой причинно-следственной связи указывает уменьшение относительного количества "активных" Т-лимфоцитов при неизменном их абсолютном количестве. После введения Ukrain в дозе 100 мг нами установлена выраженная тенденция к увеличению процентного содержания Т-супрессоров и уменьшению количества Т-хелперов, тогда как после введении Ukrain в суммарной дозе 50 мг наблюдалась обратная картина. Закономерно, что в результате этого изменяется и само соотношение Тх/Тс, а иммунорегуляторный индекс по сравнению с таковым не только при поступлении больных в стационар, но и у практически здоровых пациентов, имеет отчётливую тенденцию к снижению.


При применении препарата в курсовой дозе 100 мг, подобно описанному для дозы 50 мг, но еще более отчетливо прослеживалось снижение уровня ЦИК. При сравнении в динамике других иммунологических показателей (содержание иммуноглобулинов, титр комплемента, фагоцитарный индекс нейтрофилов, тесты с левамизолом и Т-активином) нами были выявлены также однонаправленные, аналогичные возникающим при назначении Ukrain в дозе 50 мг, изменения.

Таблица 4.7

Показатели иммунного статуса в динамике комбинированного лечения больных РМЖ

	Показатели
	Здоровые

n=25
	При поступлении
	Перед операцией
	7-10 сут после

операции

	
	
	Контроль 1

n=25
	Контроль 2

n=25
	Контроль 1

n=24
	Контроль 2

n=23
	Контроль 1

n=23
	Контроль 2

n=24

	Лейкоциты,109/л
	4,6±0,3
	5,0±0,4
	5,8±0,5
	5,6±0,9
	5,6±0,7
	6,0±1,6
	5,8±0,6

	Лимфоциты, %
	34,4±1,4
	28,5±1,71
	23,2±1,61
	28,0±1,71
	17,8±1,71,2
	13,6±2,21,2,3
	15,0±1,01,2

	Т-лимфоциты (Е-РОК),%
	61,0±2,1
	69,1±5,2
	68,7±6,6
	69,1±5,2
	76,9±1,91
	56,2±4,01
	69,9±1,91,3

	Т- лимфоциты (Е-РОК),109/л
	0,8±0,1
	1,0±0,1
	1,6±0,21
	1,0±0,1
	1,0±0,12
	0,7±0,3
	0,9±0,12

	Т- лимфоциты (активные,),%
	34,3±2,0
	43,4±6,3
	56,4±3,61
	43,4±6,3
	62,4±3,11
	41,4±4,1
	54,1±3,01

	Т- лимфоциты (активные,),109/л
	0,4±0,1
	0,6±0,11
	1,0±0,11
	0,6±0,11
	0,9±0,2
	0,5±0,3
	0,6±0,12

	Т-РОК теофиллинчувствительные, %
	7,5±1,6
	8,0±0,6
	8,2±1,8
	8,0±0,6
	10,1±1,7
	12,0±5,8
	10,2±1,52

	Т-РОК теофиллинрезистентные, %
	53,0±2,5
	67,0±4,71
	67,3±3,71
	67,0±4,71
	71,8±2,41
	41,0±3,91,2
	63,9±2,21

	Е-РОК с левамизолом, %
	59,3±2,2
	74,7±2,91
	72,9±2,01
	74,7±2,91
	75,6±2,81
	66,4±3,11
	68,2±3,41

	Ig G, г/л
	12,5±0,9
	12,0±1,0
	13,6±1,1
	12,0±1,0
	12,4±0,7
	11,2±2,0
	11,7±0,9

	Ig А, г/л
	1,9±0,3
	3,5±1,3
	2,8±0,31
	3,5±1,3
	2,8±0,31
	2,2±0,3
	3,5±0,31

	Ig M, г/л
	1,2±0,1
	0,9±0,2
	1,4±0,2
	0,9±0,2
	1,3±0,2
	0,8±0,11
	1,3±0,1

	Титр комплемента, гем. ед
	58,4±4,4
	56,2±2,0
	61,2±3,9
	56,2±2,0
	65,1±3,6
	70,3±6,4
	60,5±4,4

	Иммунные комплексы., конц., %
	88,7±3,2
	112,1±8,21
	104,1±3,6
	112,1±8,21
	123,5±3,01
	118,2±4,71
	123,8±2,51

	Фагоцитарная активность нейтрофилов, %
	62,6±3,5
	62,4±5,1
	54,2±4,0
	62,4±5,1
	59,2±4,1
	64,2±1,1
	63,5±3,4

	Т-контроль, %
	60,5±2,7
	71,7±1,91
	73,4±4,51
	71,7±1,91
	81,4±1,81
	72,3±3,11
	74,6±2,61,3

	Т-активин, %
	56,8±2,6
	66,4±3,01
	72,3±3,51
	66,4±3,01
	76,9±2,41
	68,9±4,41
	67,9±2,81,3

	Т-хелперы/Т-супрессоры
	7,1±1,2
	8,4±1,4
	8,2±1,7
	8,4±1,4
	7,1±0,9
	3,4±0,71,2
	6,3±2,1


p<0,05 при сравнении: 1 – с показателем у здоровых; 2 – с показателем при поступлении; 3 – с показателем перед операцией. 

Таблица 4.8

Показатели иммунного статуса в динамике комбинированного лечения больных РМЖ с применением Ukrain
	Показатели
	Здоровые

n=25
	При поступлении
	Перед операцией

(после курса украинотерапии)
	7-10 сут после

операции

	
	
	Ukrain 50

n=25
	Ukrain 100

n=24
	Ukrain 200

n=24
	Ukrain 50

n=23
	Ukrain 100

n=25
	Ukrain 200

n=24
	Ukrain 50

n=25
	Ukrain 100

n=23
	Ukrain 200

n=22

	Лейкоциты,109/л
	4,6±0,3
	5,1±0,3
	4,4±0,3
	5,0±0,1
	4,6±0,3
	5,3±0,4
	5,4±1,2
	5,5±0,6
	4,0±0,23
	5,7±1,5

	Лимфоциты, %
	34,4±1,4
	28,2±2,21
	24,4±2,51
	30,4±2,6
	28,5±1,91
	25,4±2,21
	33,5±4,2
	25,7±2,21
	27,0±2,71
	21,5±2,51

	Т-лимфоциты (Е-РОК), %
	61,0±2,1
	65,3±3,1
	69,2±3,0
	64,3±9,5
	74,3±4,21
	72,2±2,31
	62,4±1,0
	61,1±2,03
	64,3±2,03
	60,5±3,8

	Т- лимфоциты (Е-РОК), 109/л
	0,8±0,1
	0,9±0,1
	1,2±0,2
	1,5±0,51
	1,1±0,2
	1,3±0,2
	0,8±0,2
	0,8±0,2
	1,5±0,21
	1,0±0,1

	Т- лимфоциты (активные,),%
	34,3±2,0
	50,3±5,01
	51,0±4,41
	46,6±12,1
	48,3±5,01
	42,1±4,3
	41,1±17,0
	36,3±2,12,3
	56,0±6,41,3
	31,9±1,8

	Т- лимфоциты (активные,),109/л
	0,4±0,1
	0,7±0,11
	0,9±0,11
	0,9±0,3
	0,7±0,11
	0,9±0,11
	0,5±0,1
	0,5±0,1
	1,1±0,11
	0,6±0,1

	Т-РОК теофиллинчувств., %
	7,5±1,6
	9,9±1,1
	7,7±1,4
	12,2±2,01
	8,6±3,4
	9,1±2,6
	9,0±2,4
	6,0±2,0
	6,6±2,0
	6,8±0,81

	Т-РОК теофиллинрезист., %
	53,0±2,5
	57,0±3,4
	62,4±3,61
	60,0±7,0
	62,0±4,5
	55,8±3,6
	46,6±4,2
	55,0±4,3
	66,6±3,31,2
	60,0±6,1

	Е-РОК с левамизолом, %
	59,3±2,2
	71,7±2,81
	75,5±1,41
	69,8±1,31
	74,7±1,91
	78,4±1,11
	64,8±2,0
	73,0±2,21
	77,3±1,51
	62,8±2,7

	Ig G, г/л
	12,5±0,9
	12,0±1,1
	12,8±0,7
	14,5±0,9
	10,0±1,2
	11,7±0,7
	12,0±0,8
	10,6±1,0
	11,9±0,8
	12,5±1,7

	Ig А, г/л
	1,9±0,3
	3,8±0,31
	3,5±0,41
	2,9±0,31
	2,8±0,4
	3,3±0,31
	2,7±0,5
	3,0±0,6
	3,7±0,41
	4,3±0,51

	Ig M, г/л
	1,2±0,1
	1,5±0,1
	1,1±0,1
	0,9±0,2
	1,2±0,1
	1,3±0,2
	0,8±0,1
	1,3±0,2
	1,0±0,1
	1,1±0,33

	Титр комплемента, гем. ед
	58,4±4,4
	58,3±5,1
	48,6±6,0
	57,7±7,2
	60,7±7,4
	58,2±5,1
	42,6±8,3
	54,3±9,0
	49,3±7,4
	58,0±8,8

	Иммунные компллексы, %
	88,7±3,2
	117,0±9,41
	109,1±7,01
	108,8±8,3
	111,3±8,81
	92,9±3,9
	106,6±8,3
	96,4±7,12
	90,0±3,32
	106,0±2,8

	Фагоцит.активн.нейтрофил., %
	62,6±3,5
	52,2±7,3
	53,4±3,3
	55,3±4,2
	55,4±5,1
	52,3±4,3
	54,8±3,2
	58,1±6,0
	57,3±5,2
	55,3±4,1

	Т-контроль, %
	60,5±2,7
	70,7±1,81
	72,1±2,01
	69,4±2,2
	69,8±2,15
	68,4±1,7
	72,2±1,51
	71,1±2,51
	68,4±3,5
	73,1±5,91

	Т-активин, %
	56,8±2,6
	63,4±2,71
	68,9±2,01
	60,1±2,8
	66,2±2,41
	73,1±2,91
	61,8±1,7
	62,0±1,9
	71,1±1,51
	64,4±1,1

	Т-хелперы/Т-супрессоры
	7,1±1,2
	5,6±1,1
	8,1±0,9
	8,1±1,4
	7,2±2,0
	6,1±1,0
	5,2±0,9
	9,2±1,52
	10,1±1,32,3
	8,8±2,23


p<0,05 при сравнении: 1 – с показателем у здоровых; 2 – с показателем при поступлении; 3 – с показателем перед операцией.


Оценка иммунного статуса больных РМЖ после неоадъювантной терапии Ukrain в курсовой дозе 200 мг так же, как и при назначении препарата в дозах 50 и 100 мг, позволила выявить изменения ряда иммунологических показателей.


Так, нами установлено, что препарат в суммарной дозе 200 мг не оказывал существенного влияния на количество лейкоцитов, вызывая при этом тенденцию к увеличению относительного содержания общих лимфоцитов. 


В отношении уровня Т-лимфоцитов как в относительном, так и в абсолютном выражении, в отличие от эффектов Ukrain  в дозах 50 и 100 мг, нами установлена тенденция к уменьшению их числа. Аналогичная зависимость выявлена и для изменений уровней регуляторных лимфоцитов в процессе лечения, а ответа гуморального иммунитета на увеличение дозы препарата до 200 мг по используемым нами критериям не выявлено (см. табл. 4.8).


При назначении препарата в дозе 200 мг, в отличие от его действия в дозах 50 и 100 мг, показатели неспецифической системы иммунитета (титр комплемента и фагоцитарная активность нейтрофилов) снижались, а характерная для более низких доз препарата активация лимфоцитов в реакциях с левамизолом и Т-активином нами не выявлена.


Таким образом, на основании вышеизложенного можно констатировать, что применение Ukrain при РМЖ в курсовой дозе 200 мг оказывает менее выраженное влияние на изученные иммунологические параметры, по сравнению с дозой препарата 50 и, особенно, 100 мг, которую с этих позиций следует считать оптимальной.


Иммунологический статус больных РМЖ в контрольных группах на 7-10 сутки после операции характеризовался различной выраженности и направленности изменений исследуемых параметров (см. табл. 4.7)


Так, у больных, подвергшихся только оперативному лечению, в сравнении со значениями до операции, достоверное снижается относительное содержание лимфоцитов. Сходная картина наблюдалась и у больных на фоне включения и дооперационную подготовку лучевого воздействия. 


Кроме того, нами зарегистрировано снижение уровней общих Т-лимфоцитов и их активных форм в послеоперационном периоде, в большей степени выраженное у только оперированных больных (первая контрольная группа).


В пуле регуляторных Т-клеток у больных, основным компонентом лечения которых была только операция, уровень супрессорных клеток увеличивался на 50%, а хелперных стал достоверно меньше. У больных, подвергшихся комбинированному лечению, количество Т-супрессоров не менялось, а Т-хелперов незначительно уменьшилось в сравнении с дооперационной величиной. Соответственно этому изменялся и иммунорегуляторный индекс: его величина достоверно снижалась в первой группе контроля и практически не менялась во второй, послеоперационная вегетативно-эндокринная реакция в обеих контрольных группах проявлялась снижением на 10% резервов адаптации Т-системы иммунитета, что подтверждается значениями тестов с левамизолом и Т-активином. 


Содержание иммуноглобулинов в обеих группах контроля на 7-10 сутки после операции снижалось на 5-37%. Одновременно, уровень IgA в сыворотке крови облученных больных увеличился на 25%, а в содержании иммуноглобулинов G и М просматривалась тенденция к уменьшению, что, по-видимому, обусловлено как кровопотерей, связыванием на поверхности повреждённых клеток иммуноглобулинов, так и увеличением относительного и абсолютного количества Т-супрессоров, ингибирующих, как известно, синтез антител de novo и иммунный ответ в целом [35].


Кроме того, нами выявлена характерная для периода после оперативных вмешательств [70] тенденция к увеличению титра комплемента и не отмечено заметных отклонений от дооперационных значений показателя фагоцитарной активности нейтрофилов, равно как и уровня ЦИК. Последний оставался значительно выше исходного у больных, подвергшихся облучению, и только у больных первой контрольной группы выявлена тенденция к его увеличению (см. табл. 4.7).


Таким образом, полученные нами данные позволяют сделать заключение об умеренном супрессивном влиянии операционной травмы на иммунный статус больных РМЖ. Вместе с тем, применение лучевой терапии в предоперационном периоде свойственного ей иммунодепрессивного эффекта не оказывало, что, вероятно, свидетельствует об обоснованности выбранного режима интенсивно-концентрированного облучения данной категории больных.


Особый интерес, по нашему мнению, представляет сравнение иммунологических показателей и их анализ у больных РМЖ, получавших в неоадъювантном режиме различные дозы Ukrain, с показателями контрольных групп на 7-10 сутки после оперативного вмешательства (см. табл. 4.7-4.8).


Так, у больных РМЖ после терапии Ukrain в дозе 50 мг отмечалась едва заметная тенденция к уменьшению относительного количества лимфоцитов в периферической крови, в то время, как в контрольных группах этот показатель был достоверно снижен. Тем не менее, относительное и абсолютное количество Т-лимфоцитов после операции во всех группах было в одинаковой степени снижено, а уровень "активных" Т-лимфоцитов в большей степени снижался у больных после курса Ukrain.


Существенные различия были отмечены нами и в отношении процентного содержания Т-супрессоров: если после лечения в первой контрольной группе этот показатель достиг 12,0(5,0% против 8,0(0,6% при поступлении, а во второй практически не менялся, то при сопоставлении с дооперационными значениями терапия Ukrain вызывала еще более выраженное снижение относительного количества Т-супрессоров. 


В отношении процентного содержания Т-хелперов можно отметить, что изменения у больных контрольных групп и у групп больных после приема 50 мг Ukrain были однонаправленными. Однако, если по сравнению со здоровыми и больными при поступлении, в контрольных группах относительное количество Т-хелперов было достоверно ниже, то на фоне Ukrain оно было в пределах нормы. В результате описанных выше изменений соотношение Тх/Тс в контрольных группах было достоверно ниже, чем при поступлении и у здоровых, а после приема Ukrain, наоборот, увеличилось как по сравнению с данными на момент поступления, так и по сравнению со здоровыми.


После приема Ukrain в дозе 50 мг, в отличие от контроля, нами зарегистрирована тенденция к увеличению содержания иммуноглобулинов, что можно, вероятно, объяснить лишь предшествующей оперативному вмешательству стимуляцией антителообразования вследствие модификации антигенных структур опухолевых клеток и соответствующим этому увеличением количества Т-хелперов с уменьшением уровня Т-супрессоров. 


Титр комплемента сыворотки крови под действием Ukrain несколько снизился, а фагоцитарная активность нейтрофилов выросла. Одновременно уровень иммунных комплексов у больных, получивших Ukrain, в отличие от контрольных значений, имел выраженную тенденцию к нормализации.


Существенные изменения иммунологических показателей по сравнению с контрольными группами были выявлены после операции у больных, получавших Ukrain в дозе 100 мг: на 7-10 сутки установлена тенденция к увеличению общего количества лимфоцитов до 27,0(2,7% (24,4(2,5% и 25,4(2,2% при поступлении и после курса терапии соответственно), тогда как в контрольных группах их значения был достоверно снижены. 


Необходимо отметить, что хотя относительное количество Т-клеток после курса препарата было меньшим, абсолютный показатель в 1,5-2 раза превышал таковой в контрольных группах. Кроме того, под влиянием Ukrain заметно увеличилось относительное и абсолютное количество "активных" Т-клеток, тогда как в контрольных группах и при приеме Ukrain в дозе 50 мг их абсолютное и процентное содержание было сниженным.


Указанные изменения свидетельствуют не только о значительной активации процессов пролиферации лимфоцитов (в особенности Т-клеток), но и о высокой их функциональной активности под действием Ukrain в дозе 100 мг. 


Подтверждением не только стимулирующего, но и модулирующего действия Ukrain в дозе 100 мг на клеточный иммунитет может служить также существенное уменьшение процентного содержания Т-супрессоров и заметное увеличение Т-хелперов, тогда как при применении препарата в дозе 50 мг отмечалась лишь тенденция к указанным изменениям. В итоге иммунорегуляторный индекс у больных после курса Ukrain в дозе 100 мг достиг 10,3(1,3, что достоверно выше, чем на момент поступления больных в клинику или у здоровых.


Весьма характерным выглядит то, что Ukrain при назначении в дозе 100 мг, аналогично его эффектам, отмеченным при введении  в дозе 50 мг, изменял уровни иммуноглобулинов сыворотке крови по сравнению с контрольными значениями. 


Эффект Ukrain в дозе 100 мг на титр комплемента (тенденция к снижению) был также практически аналогичным действию препарата в  дозе 50 мг, в то время как у больных контрольных групп зарегистрирована тенденция к его увеличению. 


Фагоцитарная активность нейтрофилов, как и при использовании препарата в дозе 50 мг, при его назначении в дозе 100 мг имела тенденцию к увеличению. При этом отчетливо прослеживается также позитивный и более выраженный, чем при дозе 50 мг, эффект Ukrain на уровень ЦИК в крови: их концентрация в послеоперационном периоде существенно не отличалась от показателей здоровых и была достоверно ниже дооперационной.


Анализ спектра иммунологических показателей больных РМЖ, получивших до операции Ukrain  в дозе 200 мг, показал, что его характер и направленность изменений в целом соответствовали уже описанным выше для доз 50 и 100 мг: в количественном выражении они были менее выраженными, чем на фоне дозы препарата 100 мг и практически соответствовали его эффекту в дозе 50 мг (см. табл. 4.8).


При обсуждении результатов исследования концентрации БГЛ в крови, морфологического гомолога ЕК-клеток, организующих, ввиду их уникальной особенности спонтанно убивать опухолевые клетки, «первую линию защиты» против роста опухолей [37], необходимо сразу указать, что определяемое нами содержание БГЛ у практически здоровых доноров соответствует литературным данным [60] и, следовательно, может быть привлечено для корректного сравнительного анализа.


Так, при оценке ЕК-системы иммунитета (табл. 4.9) нами установлено, что у больных РМЖ при поступлении в клинику содержание БГЛ по сравнению со здоровыми было достоверно ниже как в абсолютных, так и относительных величинах. На проведенную в предоперационном периоде лучевую терапию иммунная система больных реагирует тенденцией к уменьшению ЕК-иммунокомпетентных клеток. После радикального удаления опухоли уже в раннем послеоперационном периоде у больных контрольных групп уровень БГЛ увеличивается в абсолютных цифрах в 1,5-2 раза, а в процентном выражении на 61% (1 группа) и 29% (2 группа). Однако следует заметить, что, несмотря на такую положительную динамику, концентрация клеток оставалась все же достоверно ниже по сравнению со здоровыми.


Очевидно, что неоадъювантная терапия Ukrain в различных курсовых дозах оказывала однотипное стимулирующее влияние на ЕК-систему иммунитета: оставаясь значимо сниженным по сравнению со здоровыми, содержание естественных киллеров достоверно возрастало в абсолютных и относительных цифрах по отношению к исходным. На 7-10 сутки после радикальной операции содержание БГЛ под воздействием Ukrain еще больше увеличивалось и достоверно отличалось от их уровня при поступлении в клинику. 


Сравнительный количественный анализ БГЛ показал, что Ukrain наиболее эффективен при его назначении в курсовой дозе 100 мг. Во всяком случае, дальнейшее увеличение дозы препарата не сопровождалось соответствующим ростом концентрации БГЛ (см. табл. 4.9).

Таблица 4.9

Содержание БГЛ в крови больных РМЖ в динамике и при различных вариантах лечения

(содержание у здоровых 0,38(0,03(109/л или 6,8(0,2%)

	Группы больных
	При поступлении
	Перед операцией
	После операции

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%

	Контроль 1

n=23
	0,09(0,021
	1,8(0,11
	0,09(0,021
	1,8(0,11
	0,18(0,031
	2,9(0,41

	Контроль 2

n=24
	0,12(0,041
	2,3(0,31
	0,09(0,031
	1,7(0,21
	0,13(0,041
	2,2(0,51

	Ukrain 50 

n=24
	0,10(0,021
	2,0(0,41
	0,21(0,011,2
	2,9(0,31,2
	0,28(0,022
	3,8(0,42

	Ukrain 100 

n=25
	0,12(0,031
	2,4(0,41
	0,28(0,061,2
	3,8(0,61,2
	0,36(0,012
	4,9(0,32

	Ukrain 200 

n=24
	0,11(0,011
	2,2(0,51
	0,20(0,011,2
	3,1(0,41,2
	0,22(0,032
	3,6(0,4


р<0,05 в сравнении с показателем: 1 – у здоровых; 2 – при поступлении.


С целью оценки местного иммунного ответа нами методом флуоресцентной микроскопии проведены исследования опухолевой ткани больных РМЖ контрольной и групп, получавших в различных дозах Ukrain. Результаты сравнительных исследований показали, что препарат независимо от дозы влияет на ряд параметров иммунитета: в отличие от контроля, при РМЖ в большинстве опухолевых клеток значительно повышается уровень IgG с преимущественной локализацией этого белка в зоне некрозов опухолей, в пределах ядерных структур, цитоплазмы и клеточной мембраны (рис. 4.12).


Как будет описано в главе 6, Ukrain индуцировал формирование лимфогистиоцитарных инфильтратов вокруг опухолевой ткани и метастатически пораженных лимфоузлов. Клеточный “пейзаж” последних представлен лимфоцитами, плазматическими клетками и небольшим количеством нейтрофильных и эозинофильных лейкоцитов. 


По данным ФМ, лимфоциты в инфильтратах фенотипически неоднородны и, в отличие от контрольных образцов, представлены большим количеством CD16 (рис. 4.13) и CD8 - позитивными клетками. В несколько меньших количествах выявлялись и CD4 клетки. Ukrain существенно увеличивал в лимфогистиоцитарных скоплениях количество В-лимфоцитов, о чем свидетельствует маркер CD20. На поверхности плазматических клеток инфильтратов адсорбированы также в большом количестве IgG и IgM.
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Рис. 4.12. Локализация IgG в опухолевой ткани молочной железы больных, получавших Ukrain. Иммунофлуоресцентная микроскопия, х400.
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Рис. 4.13. ЕК-клетки в зоне лимфогистиоцитарной инфильтрации опухоли молочной железы больных, получавших Ukrain. Иммунофлуоресцентная микроскопия, х400.


В формирующейся вокруг опухоли соединительной ткани, в очагах некроза и зонах апоптоза флуоресцентной микроскопией нами показано, что Ukrain способствует накоплению большого количества IgG и, в меньшей степени, IgM и А. Среди популяций лимфоцитов при этом чаще всего находили CD8, CD16 и CD20 клетки, хотя, в целом, их содержание было меньшим, чем в лимфоцитарных зонах.


Таким образом, ответная иммунная реакция на введение Ukrain в различных структурах опухолей молочной железы (опухолевые клетки, очаги некроза и апоптоза, формирующаяся вокруг опухоли соединительная ткань) проявляется в виде высокой концентрации иммуноглобулинов и, прежде всего, подклассов G и М. 


Ранее мы показали, что Ukrain практически не изменяет уровни иммуноглобулинов в крови больных. Последнее обстоятельство, вероятно, свидетельствует не о простом перераспределении иммуноглобулинов между различными средами (кровь - опухоль), а является следствием стимулированного Ukrain антителообразования. 


Подтверждением вероятности присутствия предлагаемого механизма увеличения содержания иммуноглобулинов в опухоли является значительное накопление в ней, а также в лимфогистиоцитарных инфильтратах и формирующейся соединительной ткани количества В-лимфоцитов и плазматических клеток.


Местный иммунный ответ в опухоли на введение Ukrain характеризовался так же, как и в крови, увеличением субпопуляций Т-лимфоцитов.


В отношении динамики изменения уровня естественных киллеров под влиянием Ukrain можно достаточно аргументированно утверждать, что препарат стимулирует их накопление как в крови, так и в самой опухоли, что свидетельствует об активации под действием Ukrain неспецифического клеточного противоопухолевого иммунитета.


Таким образом, включение Ukrain в схемы комбинированного лечения РМЖ вызывает в достаточной мере позитивные с точки зрения эффективности противоопухолевой терапии изменения в иммунном статусе больных, которые проявляются существенной стимуляцией Т-клеточного иммунитета, снижением уровня ЦИК, нормализацией отдельных параметров неспецифической системы иммунитета, концентрации иммуноглобулинов и БГЛ, что, как известно, оказывает благоприятное влияние на течение послеоперационного периода. 


По полученным нами данным среди исследованных курсовых доз препарата оптимальной является доза в 100 мг.

4.2. Рак мочевого пузыря


4.2.1. Клиническая оценка эффективности Ukrain


Ukrain хорошо переносился пациентами. Побочных эффектов и осложнений не отмечалось. Напротив, больные уже после одного курса лечения отмечали значительное улучшение общего состояния, прекращение гематурии, улучшение аппетита. После 5-6 инъекций препарата большинство больных отмечали отхождение во время мочеиспускания кусочков опухоли, комочков слизи, фибрина, некротических тканей. В это же время иногда наблюдалось усиление гематурии, которая к концу курса проходила самостоятельно, без каких либо корригирующих мероприятий. Интересно отметить, что у больных, страдающих артериальной гипертонией, как правило, происходила нормализация артериального давления без дополнительного назначения гипотензивных препаратов. На возможность развития гипотензивного эффекта препарата указывали и другие исследователи [244,345].


Анализ результатов лечения показал, что в первой группе из 9 больных, получивших 1 курс лечения (100 мг) частичная регрессия опухоли отмечена у 4. Состояние опухоли у остальных 5 пациентов расценено как стабилизация процесса (опухоли в размерах не уменьшились). Во всех случаях частичной регрессии опухоли были с участками поверхностного некроза и фибринозных наложений различной выраженности. Ворсины опухолей становились короче, опухоли при дотрагивании были более плотными по сравнению с первоначальным состоянием. Больным с частичной регрессией опухоли была без технических затруднений выполнена трансуретральная резекция (ТУР) уменьшенных в размерах опухолей. У больных со стабилизацией опухолевого процесса двум выполнена резекция мочевого пузыря, двум – ТУР. Один больной в силу наличия у него тяжелого сопутствующего заболевания получал симптоматическое лечение.


Во второй группе больных (10 человек), получивших 2 курса лечения в суммарной дозе 200 мг через 2 недели после окончания второго курса терапии Ukrain полная регрессия опухоли отмечена у 1 больного. У этого больного до лечения опухоль была размерами 2х2 см и гистологически оценена как умереннодифференцированный рак. У 2 больных на месте бывшей опухоли при цистоскопии отмечалось наличие фиксированного к слизистой участка фибрина 0,5х0,5 см, выступающего над её поверхностью. Первоначальные размеры опухолей у этих больных были 1х1 см и 1,5х1,5 см. Через 3 месяца после окончания лечения у этих двух пациентов при контрольной цистоскопии внутрипузырный компонент опухоли не определяется. В зоне бывшей опухоли отмечено наличие нежного звездчатого рубца. Ещё у 2-х больных через 2 недели после окончания второго курса лечения препаратом состояние опухоли расценено как частичная регрессия. У 5 больных размеры опухолей уменьшились на 30-40%, что соответствует градации “стабилизация опухолевого процесса”, а эндоскопически отмечено наличие некроза опухолей, фибринозные наложения на поверхности, деформация ворсин и их очаговая потеря. После окончания второго курса лечения препаратом ТУР остатков опухоли выполнена 2 пациентам с частичной регрессией опухоли и 4 пациентам со стабилизацией опухолевого процесса. Одному пациенту со стабилизацией опухолевого процесса, в силу локализации опухоли в непосредственной близости от устья, выполнена резекция мочевого пузыря с уретеронеоцистоанастомозом.


В третьей группе больных (9 человек), получивших 3 курса лечения Ukrain в суммарной дозе 300 мг, полная регрессия опухоли отмечена у 2 человек. У этих пациентов внутрипузырный компонент опухоли не определялся. Уменьшение опухоли в размерах на 50% и более по сравнению с первоначальными размерами (частичная регрессия) отмечено у 6 человек и у 1 больного изменения размеров опухоли не зафиксировано (стабилизация процесса). Шести больным выполнена ТУР остатков опухолей. Одному больному, у которого уменьшения размеров опухоли в результате лечения не отмечено, проведена химиолучевая терапия.


Объективный противоопухолевый эффект лечения внутривенными инфузиями Ukrain у больных РМП, отраженный в индивидуальных уровнях регрессии, представлен в таблице 4.10.

Таблица 4.10

Непосредственные результаты в/в применения Ukrain при лечении больных РМП

	Количество курсов
	Количество больных
	Суммарная доза 
	Полная регрессия опухоли
	Частичная регрессия опухоли
	Стабилизация опухолевого процесса

	1
	9
	100 мг
	-
	4
	5

	2
	10
	200 мг
	1
	4
	5

	3
	9
	300 мг
	2
	6
	1

	Всего:
	28
	100-300 мг
	3 (15,8%)
	14 (52,6%)
	11 (31,6%)



Таким образом, применение Ukrain в виде системной химиотерапии при раке мочевого пузыря Т1 в суммарной дозе 200-300 мг позволяет добиться полной регрессии опухоли в 15,8% случаев, частичной регрессии опухоли в 52,6% случаев и стабилизации процесса в 31,6% случаев. Оптимальным режимом лечения является проведение трех курсов лечения с двухнедельными перерывами.


При сочетанном (внутривенном и внутрипузырном) применении Ukrain в общей курсовой дозе 150 мг мы также не наблюдали токсических, аллергических и других аверсивных проявлений действия препарата независимо от количества проведенных больному курсов. Не отмечено также и каких-либо местных реакций на внутрипузырное введение препарата. У 15-20% пациентов через 2-3 часа после введения Ukrain наблюдалось транзиторное, в течение 1-2 часов, повышение температуры до субфебрильных цифр. У большинства пациентов, как и при внутривенном введении, к середине курса лечения отмечались выделение с мочой кусочков опухолевой ткани, фибрина, слизи, утренние порции мочи были мутными, содержали некротические ткани в виде пленок, нитей. Иногда наблюдалось появление на этом фоне преходящей гематурии. С середины курса лечения все пациенты отмечали значительное улучшение общего состояния, аппетита, уменьшения дизурических расстройств.


Местные проявления украинотерапии у всех больных характеризовались появлением в опухоли очагов некроза, инкрустированных солями, поверхностных наложений фибрина различной толщины, деформацией, укорочением или потерей опухолью ворсинок. При инструментальной пальпации опухоли, по сравнению с их исходным состоянием, становились плотными, четко очерченными и не кровоточили. Каких-либо изменений со стороны нормальной слизистой оболочки мочевого пузыря под влиянием Ukrain не выявлено.


Эндоскопический контроль через 10-14 дней после окончания одного курса сочетанного введения Ukrain (150 мг) у 6 больных показал, что у 4 из них размеры опухоли уменьшились на 25-40% (стабилизация процесса). У 2 больных изменения внутрипузырного компонента опухоли расценены как частичная регрессия опухоли, то есть размеры опухоли под влиянием лечения уменьшились более чем наполовину. 4 больным из этой группы выполнена ТУР, одному–из-за отказа от оперативного лечения–проведено химиолучевое лечение. Еще один больной из-за переезда на постоянное жительство в другую страну выпал из наблюдений.


Среди 9 больных, получивших 2 курса сочетанной терапии Ukrain (300 мг), полная регрессия опухолей выявлена у 2 больных. Исходные размеры опухолей у этих пациентов составляли 1,5х1,0 и 2,0х1,0 см, а гистологически представляли собой высокодифференцированный рак. На месте опухолей определялись усиление сосудистого рисунка и нежный рубец. У 5 пациентов из этой группы опухоли уменьшились на 50-70%, что расценено как частичная регрессия. Всем этим пациентам выполнена ТУР остатков опухоли. У 2 пациентов размеры опухолей уменьшились на 30-50%. Одному из них, после перенесенного инсульта, проводилось симптоматическое лечение, другому выполнена ТУР.


В группе из 7 больных, получивших 3 курса сочетанного лечения Ukrain (450 мг), эндоскопическое исследование после 3 курса показало, что полная регрессия опухоли наступила у 2 больных, частичная – у 4 и стабилизация опухолевого роста у 1. Остатки опухолей у всех больных удалены посредством ТУР. 


После 4 курсов сочетанного введения Ukrain (600 мг) у 1 больного внутрипузырный компонент во время контрольной эндоскопии не определялся, а у другого опухоль уменьшилась на 2/3 первоначального размера. Ввиду локализации остатков опухоли в области шейки мочевого пузыря, остатки опухоли были удалены путем электрокоагуляции.

Непосредственные результаты лечения методом сочетанного введения Ukrain поверхностного РМП представлены в таблице 4.11.

Таблица 4.11

Непосредственные результаты сочетанного применения Ukrain при лечении РМП

	Кол-во курсов
	Кол-во больных
	Общая доза
	Полная регрессия опухоли
	Частичная регрессия опухоли
	Стабилизация опухоли

	1
	6
	150
	-
	2
	4

	2
	9
	300
	2
	5
	2

	3
	7
	450
	2
	4
	1

	4
	2
	600
	1
	1
	-

	Всего
	24
	150-600
	5 (20,8%)
	12 (50%)
	7 (29,2%)



Таким образом, при сочетанном применении Ukrain полная регрессия опухоли наблюдалась в 20,8% случаев, частичная регрессия у 50% больных и стабилизация роста опухоли – в 29,2%. Прогрессирующего роста опухоли, как и после только внутривенного назначения Ukrain, мы ни в одном случае не наблюдали. Примером успешного лечения РМП могут служить данные сонографического исследования мочевого пузыря до начала лечения и после четырех курсов лечения препаратом у больного Я. (рис. 4.14).
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Рис. 4.14. Ультрасонограмма мочевого пузыря больного Я. до (А) и после (В) 4 курсов Ukrain

По клиническим данным, эффективность обоих способов использования Ukrain при раке мочевого пузыря T1N0M0 достаточно высока, а непосредственные результаты – убедительно свидетельствуют о целесообразности применения препарата при поверхностных опухолях. Более того, неоадъювантная терапия препаратом в комбинации с ТУР может явиться методом выбора для лечения первичных опухолей мочевого пузыря. Нам трудно отдать предпочтение какому-либо из предложенных вариантов назначения препарата, хотя можно было предположить большую, чем на самом деле, эффективность сочетанного курса украинотерапии. Вероятно, реализация противоопухолевого действия препарата осуществляется преимущественно при системном его воздействии, а не при непосредственном контакте с опухолью. Можно также предположить, что избранная нами разовая внутрипузырная доза (5 мг) недостаточна и для достижения эффекта ее, вероятно, следовало бы увеличить в 3-4 раза и тем самым создать условия для диффузии препарата в опухоль по градиенту концентрации


Сроки наблюдений после окончания лечения Ukrain составили 28-36 месяцев.


4.2.2. Изменения гематологических параметров 


При поступлении в клинику у больных РМП в гемограммах выявлены минимальные изменения. По сравнению со здоровыми, наблюдались умеренно выраженные лимфопения и тромбоцитопения. Проявлением универсальной биологической реакции на злокачественный рост были увеличение СОЭ и палочкоядерный нейтрофилез.


Монотерапия путем внутривенного или сочетанного применения Ukrain вызывала позитивные сдвиги в гемограмме в виде нормализации количества тромбоцитов, прослеживалась под влиянием Ukrain тенденция к нормализации процентного содержания лимфоцитов. Воздействие Ukrain на СОЭ была неоднозначным: в случае сочетанного его введения ее величина снижалась, при внутривенном – имела тенденцию к увеличению (табл. 4.12).

Таблица 4.12

Влияние Ukrain на показатели гемограммы у больных РМП

	Показатели
	Здоровые

n=25
	Ukrain-100
	Ukrain-150

	
	
	До лечения

n=28
	После

лечения

n=26
	До лечения

n=24
	После

лечения

n=24

	Эритроциты, 101,2/л
	4,4±0,01
	4,2±0,1
	4,1±0,1
	4,3±0,1
	4,3±0,1

	Гемоглобин,г/л
	143,9±3,1
	138,4±2,6
	136,1±3,8
	143,4±3,0
	146,1±3,8

	Лейкоциты, 109/л
	4,6±0,3
	6,8±0,7
	5,9±0,5
	5,3±0,4
	5,8±0,2

	Нейтрофилы:
	
	
	
	
	

	палочкоядерные,%
	1,7±0,2
	4,0±1,51
	2,6±0,7
	4,6±0,81
	2,4±0,6

	сегментоядерные,%
	58,1±1,6
	60,6±3,1
	61,8±1,7
	65,6±1,7
	62,0±2,8

	Базофилы,%
	0,2±0,1
	0,1±0,1
	0,1±0,1
	0,1±0,1
	0,1±0,1

	Эозинофилы,%
	1,8±0,3
	2,6±0,8
	1,4±0,6
	1,7±0,6
	2,2±0,7

	Лимфоциты,%
	34,1±1,4
	24,8±3,31
	29,1±1,2
	22,9±1,91
	28,9±2,6

	Моноциты,%
	4,0±0,5
	8,0±0,81
	4,9±1,0
	5,0±0,5
	4,4±0,7

	Тромбоциты, 109/л
	244,1±15,2
	216,0±17,2
	232,0±20,8
	210,9±15,41
	234,3±22,1

	СОЭ,мм/ч
	6,1±0,5
	19,4±2,41
	22,7±3,41
	19,0±3,11
	15,4±3,21


1-—  Р<0,05 при сравнении с показателем у здоровых


4.2.3. Изменение биохимических параметров крови


У больных с первичным РМП при поступлении был выявлен ряд изменений биохимических показателей крови. На фоне нормального содержания общего белка, нами зафиксировано достоверное снижение концентрации альбуминов в плазме крови больных. В ферментном спектре отмечено увеличение активности ЛДГ и снижение – ХЭ. Остальные биохимические параметры крови были близки к значениям у здоровых лиц (табл. 4.13).


Ukrain как после внутривенного применения, так и сочетанного (внутривенное и внутрипузырное введение) практически не оказывал влияния на большинство биохимических показателей. Выявлена лишь тенденция к увеличению концентрации альбуминов и относительная нормализация активности ЛДГ и ХЭ, что мы расцениваем как следствие общего адаптогенного эффекта препарата.

Таблица 4.13

Влияние Ukrain на биохимические показатели крови у больных РМП

	Показатели
	Здоровые

n=25
	Ukrain-100
	Ukrain-150

	
	
	До лечения

n=28
	После лечения

n=27
	До лечения

n=24
	После лечения

n=23

	Общий белок, г/л
	78,0±0,9
	71,8±1,5
	74,8±1,3
	75,8±1,8
	74,1±2,1

	Альбумин, %
	56,0±0,5
	44,8±2,21
	48,3±1,9
	46,6±1,31
	50,4±1,41

	Мочевина, ммоль/л
	6,0±0,2
	6,8±0,9
	6,6±0,7
	5,8±0,4
	5,3±0,2

	Креатинин, ммоль/л
	0,06±0,01
	0,07±0,02
	0,07±0,01
	0,06±0,01
	0,06±0,01

	Билирубин, ммоль/л
	13,1±1,2
	11,6±0,7
	10,8±0,5
	12,1±0,8
	11,3±0,5

	АЛТ, ммоль/л
	0,4±0,1
	0,5±0,1
	0,4±0,1
	0,4±0,1
	0,3±0,1

	АСТ, ммоль/л
	0,3±0,1
	0,2±0,1
	0,2±0,1
	0,3±0,1
	0,5±0,1

	ЩФ, ед/л
	41,5±3,6
	48,2±4,1
	44,3±2,8
	46,6±3,8
	49,4±3,4

	ЛДГ, ед/л
	232,4±10,6
	313,5±28,81
	301,2±31,0
	336,0±29,11
	274,9±20,l

	Холинэстераза, мккат/мл
	189,6±17,7
	162,0±12,01
	182,3±9,2
	164,6±15,l1
	175,5±9,9

	ГГТП, ед/л
	28,3±0,6
	22,1±7,4
	23,8±8,5
	23,9±8,5
	21,6±5,81

	Глюкоза, ммоль/л
	4,7±0,1
	5,9±0,3
	5,8±0,4
	5,5±0,4
	5,4±0,2

	Kалий, ммоль/л
	4,0±0,1
	4,6±0,2
	4,4±0,1
	4,6±0,8
	4,8±0,9

	Натрий, ммоль/л
	142,0±0,8
	139,2±1,4
	145,0±2,8
	144,6±1,1
	141,1±1,1

	Хлор, ммоль/л
	102,2±0,9
	102,0±2,0
	98,6±3,0
	106,4±1,1
	105,6±1,7

	Кальций, ммоль/л
	2,5±0,1
	2,3±0,2
	2,2±0,1
	2,2±0,1
	2,2±0,1

	Холестерин, ммоль/л
	4,4±0,2
	5,3±0,8
	5,4±1,0
	5,1±0,2
	5,3±0,4

	Триглицериды, г/л
	1,1±0,1
	1,2±0,1
	1,4±0,2
	1,1±0,1
	1,1±0,2


Р<0,05 при сравнении с группами: 1 – с показателем у здоровых; 2 – с показателем до лечения.


4.2.4. Динамика показателей гемостазиограммы


У больных РМП при первичном обследовании системы гемостаза установлено, что показатели аутокоагулограммы и протромбинового времени (индекса) были в пределах нормальных значений, содержание фибриногена достоверно повышено, тромбиновое время удлинено, а активность фибриназы повышена. Таким образом, злокачественный процесс в мочевом пузыре не вызывает изменений в первичном (сосудисто-тромбоцитарном) гемостазе и ведет к умеренной гиперкоагуляции. Последняя обусловлена повышенным фибриногенообразованием на фоне активации антикоагулянтных свойств крови и фибринолитической активности.


Заметных изменений в коагулограмме больных раком мочевого пузыря под влиянием внутривенного или сочетанного курса украинотерапии не отмечено (табл. 4.14).

Таблица 4.14

Влияние Ukrain на показатели коагулограммы у больных раком мочевого пузыря

	Показатели
	Здоровые

n=25
	Ukrain-100
	Ukrain-150

	
	
	До

лечения

n=28
	После

лечения

n=26
	До

лечения

n=24
	После

лечения

n=21

	АКГ на 8 мин, сек
	11,2±0,4
	11,4±2,2
	10,0±1,7
	11,2±2,1
	9,8±0,6

	Протромбин. индекс
	0,93±0,02
	0,9±0,02
	1,1±0,08
	0,88±0,05
	0,90±0,02

	Фибриноген, г/л
	1,9±0,1
	3,1±0,21
	3,5±0,21
	3,2±0,21
	2,5±0,5

	Тромбиновое время, сек
	13,7±0,3
	15,2±0,4
	15,4±0,4
	18,1±1,91
	16,4±0,41

	Фибриназа, сек
	34,7±1,3
	42,6±2,01
	35,5±3,9
	39,8±2,3
	41,0±2,21


Р<0,05 при сравнении с группами: 1 – с показателем у здоровых; 2 – с показателем до лечения


4.2.5. Характеристика иммунного статуса больных


При поступлении в клинику первичных больных РМП с поверхностной формой роста опухоли в иммунном статусе последних нами выявлены определенные изменения (табл. 4.15). Так, в сравнении со здоровыми, у этих больных больных на фоне нормального количества лейкоцитов, относительное содержание лимфоцитов было достоверно меньшим. Уровень Т-лимфоцитов в относительных и абсолютных величинах практически соответствовал их значениям у здоровых, в то время как субпопуляция активных форм Т-лимфоцитов в процентном и абсолютном выражении значительно превышали аналогичные показатели у здоровых.


По нашим данным, злокачественный рост в мочевом пузыре сопровождался увеличением обоих типов регуляторных Т-лимфоцитов – Т-супрессоров в среднем на 25% и Т-хелперов – на 20%. Соответственно иммунорегуляторный индекс был ниже, чем у здоровых. При этом реактивность Т-лимфоцитов, как показали исследования с левамизолом и Т-активином, также была несколько большей, чем у доноров.

Таблица 4.15

Влияние Ukrain на иммунный статус у больных РМП

	Показатели
	Здоровые

n=25
	Ukrain-100
	Ukrain-150

	
	
	До лечения

n=28
	После лечения

n=26
	До лечения

n=24
	После лечения

n=23

	Лейкоциты,109/л
	4,6±0,3
	6,8±0,7
	5,9±0,5
	5,3±0,4
	5,8±0,2

	Лимфоциты, %
	34,4±1,4
	24,8±3,31
	29,1±1,2
	22,9±1,91
	28,9±2,6

	Т-лимфоциты (Е-РОК), %
	61,0±2,1
	66,3±4,3
	72,2±3,51
	66,2±2,9
	76,7±1,41,2

	Т- лимфоциты (Е-РОК), 109/л
	0,8±0,1
	0,7±0,2
	1,1±0,2
	1,2±0,3
	1,1±0,2

	Т- лимфоциты (активные), %
	34,3±2,0
	43,8±7,8
	57,2±3,91
	48,6±4,51
	50,5±3,01

	Т- лимфоциты (активные), 109/л
	0,4±0,1
	0,6±0,1
	0,8±0,21
	0,8±0,11
	1,2±0,21,2

	Т-РОК теофиллинчувствительные, %
	7,5±1,6
	9,5±1,4
	6,3±1,81,2
	9,0±1,4
	6,4±2,02

	Т-РОК теофиллинрезистентные, %
	53,0±2,5
	61,1±3,9
	68,0±2,21
	59,0±3,5
	70,9±2,71,2

	Е-РОК с левамизолом, %
	59,3±2,2
	60,5±7,2
	71,7±8,81,2
	62,9±4,1
	73,2±3,71

	Ig G, г/л
	12,5±0,9
	13,5±0,4
	9,7±0,61,2
	11,4±0,6
	10,0±0,71

	Ig А, г/л
	1,9±0,3
	3,0±0,31
	2,5±0,61
	4,0±0,21
	3,5±0,41

	Ig M, г/л
	1,2±0,1
	1,4±0,4
	1,4±0,2
	1,2±0,1
	1,2±0,1

	Титр комплемента, гем. Ед
	58,4±4,4
	50,1±9,6
	52,3±5,7
	53,9±6,4
	57,6±4,1

	Иммунные комплексы., конц., %
	88,7±3,2
	127,2±3,11
	89,6±2,92
	125,4±2,81
	92,7±3,02

	Фагоцитарная активность нейтрофилов, %
	62,6±3,5
	49,8±9,01
	61,1±2,62
	55,9±2,9
	68,70±4,32

	Т-контроль, %
	60,5±2,7
	62,2±7,1
	68,7±5,0
	68,3±2,9
	76,1±1,62

	Т-активин, %
	56,8±2,6
	65,0±3,4
	77,4±2,01,2
	70,1±3,31
	78,6±2,21,2

	Т-хелперы/Т-супрессоры
	7,1±1,2
	6,4±0,7
	10,8±1,52
	6,6±0,8
	11,1±1,32


р<0,05 при сравнении с группами: 1 – с показателем у здоровых; 2 – с показателем до лечения.


Гуморальное звено иммунитета больных раком мочевого пузыря характеризовалось достоверным увеличением IgA, тенденцией к увеличению IgG при нормальных значениях иммуноглобулинов подкласса М.


В сравнении со здоровыми, показатели неспецифической системы иммунитета больных РМП имели тенденцию к снижению: титр комплемента сыворотки был снижен в среднем на 12%, а фагоцитарная активность нейтрофилов – на 20%. Вследствие таких изменений уровень ЦИК в крови больных достоверно был выше, чем у здоровых. В абсолютном и относительном выражении у больных РМП была достоверно ниже и субпопуляция ЕК-иммунокомпетентных клеток (табл. 4.16).

Таблица 4.16

Содержание БГЛ в крови больных раком мочевого пузыря на фоне применения Ukrain

(содержание у здоровых 0,38(0,03(109/л или 6,8(0,2%)

	Группы больных
	До лечении
	После лечения

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%

	Ukrain 100 (n=28)
	0,24(0,0611
	4,2(0,711
	0,39(0,0822
	5,1(0,622

	Ukrain 150 (n=24)
	0,25(0,0411
	4,4(0,611
	0,40(0,0722
	5,2(0,722


р<0,05 при сравнении с группами: 1 – с показателем у здоровых; 2 – с показателем до лечения.


Таким образом, иммунный статус больных РМП характеризовался выраженной лимфопенией, увеличением в количественно неизмененном пуле общих Т-лимфоцитов, их активных форм, уровней Т-хелперов и Т-супрессоров, а также гипериммуноглобулинемией А и тенденцией к угнетению системы неспецифического иммунитета. Реактивность Т-лимфоцитов, как видно из приведенных данных, была при этом достаточно высокой.


Анализ показателей иммунного статуса больных после курса внутривенной и сочетанной (в/венно + внутрипузырно) терапии Ukrain показал, что препарат вызывает однонаправленные и практически равнозначные для этих групп изменения целого ряда показателей (см. табл. 4.15). 


Прежде всего, Ukrain стимулировал образование лимфоцитов, в том числе - общих и активных Т-лимфоцитов. После курса Ukrain у больных обеих групп достоверно снижалось относительное содержание Т-супрессоров и зарегистрирована тенденция к увеличению уровня Т-хелперов. Результатом такого специфического действия Ukrain на содержания регуляторных Т-лимфоцитов стало достоверное, в сравнении с исходным, увеличение иммунорегуляторного индекса. Ukrain заметно усиливал реактивность Т-лимфоцитов на другие
 иммуномодулирующие препараты (левамизол и Т-активин). 


Очевидно также нормализующее влияние Ukrain на такие показатели неспецифической системы иммунитета, как титр комплемента и фагоцитарная активность нейтрофилов и сопряженное с ней значительное уменьшение ЦИК.


После проведенного лечения Ukrain содержание БГЛ достоверно повышалось и в абсолютных, и в относительных величинах и соответствовало уровню у здоровых людей (см. табл. 4.16).


Кроме того, нами установлено, что в отношении иммуноглобулинов действие Ukrain в обеих исследованных группах больных было однотипным и проявлялось снижением исходно повышенных значений IgG и IgA при стабильном уровне IgМ.


Образцы опухолевой ткани мочевого пузыря контрольных и получавших препарат больных также оценивались методом иммунофлуоресцентной микроскопии с применением меченых антител. При сравнении с контрольными образцами в опыте выявлено значительное увеличение содержания иммуноглобулинов: в отличие от образцов больных РМЖ, на фоне применения Ukrain иммуноглобулины чаще определялись в значительных количествах в зонах некроза опухоли и были представлены преимущественно классом G (рис. 4.15), выявлялись в пределах ядерных структур и цитоплазмы.
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Рис. 4.15. Зона некроза опухоли мочевого пузыря с высоким содержанием IgG при применении Ukrain. Иммунофлуоресцентная микроскопия, х400


Известно, что в формировании очагов лимфогистиоцитарной реакции основную роль играют CD4- и CD8-лимфоциты. В опухолях мочевого пузыря они встречались несколько реже, чем в опухолях молочной железы, реже выявлялись также CD20 и CD16-положительные клетки.


Вышеизложенное позволяет считать, что Ukrain на фоне РМП вызывает положительные сдвиги в Т-, В- и ЕК-клеточных и гуморальном звеньях иммунитета. Направленность иммунных реакций была аналогичной описанной нами для опухолей молочной железы, но менее выраженной. 


Кроме того, нами не выявлено различий в иммунном ответе после внутривенного или сочетанного применения препарата при раке мочевого пузыря.


Таким образом, полученные результаты с достаточной степенью убедительности позволяют нам интерпретировать данные по увеличению под действием Ukrain количества лимфоцитов, общих Т-лимфоцитов и их субпопуляций, БГЛ, нормализации уровней иммуноглобулинов, стимуляции естественных факторов защиты организма, снижение ЦИК и позитивные сдвиги в опухолевой ткани как отчетливое иммуномодулирующее действие Ukrain у больных РМП.

4.3. Рак предстательной железы


4.3.1. Клиническая оценка эффективности Ukrain


На введение препарата больные РПЖ жалоб не предъявляли, аллергических и других аверсивных реакций не было. В первой половине курса у 4 больных наблюдался транзиторный субфебрилитет, возникающий через 5-7 часов после введения препарата.


Характерно, что уже после 3-5 инъекций Ukrain все, без исключения, больные отмечали значительное субъективное улучшение: повышался аппетит, нормализовался сон, уменьшалась общая слабость, повышалось настроение и т.д. К концу лечения наблюдалось снижение степени дизурических расстройств. Значительно уменьшилось чувство неполного опорожнения мочевого пузыря, поллакиурия и необходимость прилагать усилие для того, чтобы начать мочеиспускание. Существенно уменьшились проявления никтурии. Если до начала лечения больные мочились в среднем 4 раза за ночь, то после – один-два раза. Однако императивные позывы, слабая струя или прерывистое мочеиспускание по-прежнему продолжали беспокоить почти половину больных. Следует отметить, что у 3 больных к концу курса лечения наблюдалась быстро преходящая, не требующая медикаментозного лечения, макрогематурия.


Подтверждением вышесказанному служат полученные нами данные по количественной суммарной оценке симптомов РПЖ по системе I-PSS. Данная система одобрена ВОЗ и позволяет сравнить степень выраженности симптомов у больных и достаточно объективно оценить эффективность проведенной терапии [155]. Оценка симптомов I-PSS показало, что среди обследованных больных ни у одного не было легкой степени дизурических расстройств (суммарный балл по шкале I-PSS 1-7). В тоже время умеренная степень дизурических расстройств (суммарный балл 8-19) наблюдалась у 12 из них (60%), а тяжелая (20-35 баллов) – у 8 (40%). Средняя сумма баллов для всей группы составила 19,77 (табл. 4.17).

Таблица 4.17

Количественная оценка симптомов у больных РПЖ по системе I-PSS при применении Ukrain
	Симптомы РПЖ
	Количество баллов

	
	До лечения

n=20
	После лечения

n=20

	Никтурия
	4,90±0,22
	2,15±0,22*

	Слабый напор мочевой струи
	3,05±0,26
	1,30±0,24*

	Поллакиурия
	2,19±0,25
	1,63±0,28*

	Ощущение неполного опорожнения
	2,32±0,217
	1,26±0,24*

	Императивные позывы к мочеиспусканию
	2,19±0,20
	1,80±0,15*

	Натуживание при мочеиспускании
	3,28±0,19
	1,63±0,26*

	Прерывистое мочеиспускание
	1,84±0,29
	0,79±0,16*

	Качество жизни
	4,32±0,47
	2,11±0,13*


*–p<0,05 при сравнении с группой до лечения.


После лечения Ukrain симптоматический статус больных значительно изменился. Легкая степень дизурических расстройств выявлялась у 13 больных (65%), средняя – у 7 (35%), тяжелая степень дизурических расстройств не зарегистрирована. Средняя сумма баллов по всей группе после проведенного лечения достоверно уменьшилась (см.табл.4.17). 


Существенно, по мнению больных, изменилось и качество их жизни, снижение которого было обусловлено нарушениями мочеиспускания. Так, если при поступлении в клинику индекс качества жизни составил 4,32 балла, то после лечения Ukrain уменьшился в 2 раза и равнялся 2,11 балла (см. табл. 4.17).


При ректальном исследовании после курса лечения Ukrain отмечено некоторое уменьшение опухоли за счет более четкой очерченности ее контуров. Однако, по данным ультразвукового исследования простаты размеры опухоли практически не изменялись, но контуры ее становились более четкими и рельефными. Подобные изменения выявлялись и при компьютерной томографии органов малого таза, о чем свидетельствуют представленные на рисунке 4.6 результаты обследования больного Н.. Так, до начала лечения предстательная железа на срезе, полученном на уровне нижнего края симфиза, была несколько диффузно увеличена, наружный ее контур четкий, структура железы неоднородна, имеется участок повышенной плотности (до 41HU). Регионарные лимфатические узлы не увеличены. Подобная картина характерна для РПЖ на ранних стадиях развития патологического процесса [42]. Томографическая картина предстательной железы после курса лечения препаратом изменилась незначительно; размеры железы сохранились, однако оптическая плотность ее в зоне предполагаемого очага поражения увеличилась и составила 56 HU (рис. 4.16).
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Рис. 4.16. Компьютерная томограмма предстательной железа больного Н. до (А) и после (В) лечения Ukrain

Необходимо отметить, что описанные выше субъективные и объективные изменения при раке простаты не позволили нам выявить прямой зависимости их от количества проведенных конкретному больному курсов лечения препаратом. Однако, сделать однозначное заключение о наличии причинно-следственных связей между клинической эффективностью препарата и продолжительностью лечения нам не позволяет малое количество наблюдений.


4.3.2. Изменения гематологических параметров 


У больных раком простаты до начала лечения Ukrain отмечались только выраженная лимфопения и увеличение СОЭ. Другие показатели гемограммы практически не отличались от их значений у здоровых. Курсовое лечение Ukrain привело к достоверному увеличению количества лейкоцитов, базофилов. Под воздействием Ukrain наблюдалась тенденция к увеличению концентрации лимфоцитов, величина СОЭ не изменялась и оставалась достоверно повышенной (табл. 4.18).


4.3.3. Изменения биохимических параметров крови


Как показали наши исследования, у больных РПЖ, в отличие от здоровых, выявлены до начала лечения Ukrain гипоальбуминемия, увеличение активности ЩФ и ЛДГ. После окончания системной терапии Ukrain установлено, по сравнению с исходными, некоторое увеличение концентрации альбуминов, нормализация активности ЛДГ и тенденция к снижению уровня ЩФ. Остальные биохимические показатели крови после курса лечения Ukrain больных раком простаты не менялись и практически соответствовали исходным (табл. 4.19).

Таблица 4.18
Влияние Ukrain на показатели гемограммы у больных РПЖ

	Показатели
	Здоровые (n=25)
	До лечения (n=20)
	После лечения (n=20)

	Эритроциты, 101,2/л
	4,4±0,1
	4,1±0,1
	4,2±0,2

	Гемоглобин,г/л
	143,9±3,1
	136,0±5,4
	137,7±7,2

	Лейкоциты, 109/л
	4,6±0,3
	6,4±1,1
	10,5±0,51,2

	Нейтрофилы палочкоядерные,%
	1,7±0,2
	2,8±0,5
	1,3±0,3

	сегментоядерные,%
	58,1±1,6
	69,8±0,6
	64,0±3,5

	Базофилы,%
	0,2±0,1
	0,2±0,1
	0,7±0,31,2

	Эозинофилы,%
	1,8±0,3
	1,0±0,6
	2,0±0,5

	Лимфоциты,%
	34,1±1,4
	20,2±1,71
	28,0±3,0

	Моноциты,%
	4,0±0,5
	6,0±1,5
	4,0±2,1

	Тромбоциты, 109/л
	244,1±15,2
	264,3±12,7
	229,0±18,3

	СОЭ,мм/ч
	6,1±0,5
	22,8±4,81
	23,7±6,41


Р<0,05 при сравнении: 1-с показателем у здоровых; 2-с показателем до лечения.

Таблица 4.19
Влияние Ukrain на биохимические показатели крови у больных РПЖ

	Показатели
	Здоровые (n=25)
	До лечения (n=20)
	После лечения (n=19)

	Общий белок, г/л
	78,0±0,9
	71,2±3,8
	77,5±5,5

	Альбумин, %
	56,0±0,5
	44,8±1,61
	48,3±2,0

	Мочевина, ммоль/л
	6,0±0,2
	7,4±0,5
	5,2±2,0

	Креатинин, ммоль/л
	0,06±0,01
	0,08±0,02
	0,07±0,03

	Билирубин, ммоль/л
	13,1±1,2
	11,4±1,1
	11,8±0,6

	АЛТ, ммоль/л
	0,4±0,1
	0,5±0,2
	0,6±0,2

	АСТ, ммоль/л
	0,3±0,1
	0,4±0,1
	0,5±0,1

	ЩФ, ед/л
	41,5±3,6
	67,3±4,31
	56,8±5,01

	ЛДГ, ед/л
	232,4±10,6
	310,4±20,11
	263,8±11,7

	Холинэстераза, мккат/мл
	189,6±17,7
	177,9±25,5
	183,4±27,1

	ГГТП, ед/л
	28,3±0,6
	29,0±1,2
	30,3±2,0

	Глюкоза, ммоль/л
	4,7±0,1
	6,1±0,4
	5,7±1,2

	Kалий, ммоль/л
	4,0±0,1
	4,5±0,2
	4,3±0,4

	Натрий, ммоль/л
	142,0±0,8
	140,9±1,1
	144,1±2,2

	Хлор, ммоль/л
	102,2±0,9
	102,8±3,0
	108,0±2,3

	Кальций, ммоль/л
	2,5±0,1
	2,2±0,2
	2,5±0,3

	Холестерин, ммоль/л
	4,4±0,2
	5,2±0,4
	5,0±0,6

	Триглицериды, г/л
	1,1±0,1
	1,3±0,2
	1,3±0,3


Р<0,05 при сравнении: 1 – с показателем у здоровых; 2 – с показателем до лечения.


4.3.4. Динамика показателей гемостазиограммы


У больных раком простаты изменения в коагулограмме были минимальны и заключались только в достоверном повышении содержания фибриногена. После проведенного лечения Ukrain показатели коагулограммы практически не изменились по сравнению с исходными величинами (табл. 4.20).

Таблица 4.20
Влияние Ukrain на показатели коагулограммы у больных РПЖ

	Показатели
	Здоровые

n=25
	До лечения

n=20
	После лечения

n=20

	АКГ на 8 мин, сек
	11,2±0,4
	13,2±3,1
	12,8±2,7

	Протромбин. индекс
	0,93±0,02
	0,94±0,02
	1,02±0,02

	Фибриноген, г/л
	1,9±0,1
	3,2±0,2*
	3,8±0,6*

	Тромбиновое время, сек
	13,7±0,3
	14,0±0,4
	14,0±0,2

	Фибриназа, сек
	34,7±1,3
	38,0±2,2
	42,0±2,5


*–р<0,05 при сравнении с показателем у здоровых.

4.3.5. Содержание PSA

Достаточно демонстративным подтверждением эффективности Ukrain при РПЖ была динамика PSA (рис. 4.17). При поступлении в клинику среднее значение уровня PSA в сыворотке крови больных составляло 63,6 нг/мл. Полученный нами показатель косвенно подтверждает результаты адекватной физикальной диагностики распространенности РПЖ, поскольку показано, что при уровне общего PSA более 50 нг/мл вероятность экстракапсулярной инвазии и поражения регионарных лимфоузлов составляет около 50% [429].
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Рис. 4.17. Влияние Ukrain на динамику уровня PSA у больных РПЖ


Определение уровня PSA через 8-14 дней после окончания лечения Ukrain показало, что он снизился более чем в 3 раза, хотя и оставался выше контрольного порогового значения (5 нг/мл) [91]. Такую динамику концентрации PSA в сыворотке крови мы рассматриваем как достаточно убедительный факт противоопухолевого действия препарата при РПЖ. Правомерность данного вывода основывается на результатах исследования PSA при лучевом лечении опухолей железы. Так, считается, что уровень PSA снижается в течение первого месяца после лучевой терапии и должен составлять в среднем 50% от исходного уровня до лечения [91].


Известно, что продукция антигена осуществляется секреторным эпителием простаты, непосредственно зависит от объема опухоли, коррелирует с ее ростом и может служить мониторинговым тестом лечения РПЖ [91,171]. Однако, проведенные нами физикальные исследования не выявили существенного уменьшения объема опухоли. Видимо, в конкретной ситуации реализация противоопухолевого эффекта Ukrain осуществляется не посредством уменьшения массы и в конечном итоге площади секреторного эпителия железы, а путем изменения его функциональной активности. Во всяком случае, реальная роль этого механизма пока остается неясной.


4.3.6. Характеристика иммунного статуса больных


При поступлении в клинику у больных РПЖ, в сравнении с практически здоровыми донорами (табл. 4.21) выявлена отчётливая лимфопения. Одновременно нами отмечена тенденция к увеличению относительного количества общих и активных форм Т-лимфоцитов. В абсолютных же цифрах эти показатели у больных РПЖ были достоверно выше, чем у здоровых. Содержание Т-супрессоров соответствовало уровню здоровых, а количество Т-хелперов было выше, что, естественно, сопровождалось увеличением такого интегративного показателя как иммунорегуляторный индекс. Реактивность Т-лимфоцитов на иммуномодулирующие препараты была, как и у здоровых лиц, достаточно высокой.


Реакция гуморального звена иммунитета на злокачественный рост в предстательной железе была достаточно специфичной и выражалась увеличением уровней IgG и А.


Значения титра комплемента соответствовало уровню здоровых, а фагоцитарная активность нейтрофилов снижалась на 13%.


Следовательно, иммунная система больных локальной формой РПЖ на фоне лимфопении реагирует на опухолевой процесс увеличением содержания специфически активных Т-клеточных форм лимфоцитов, иммуноглобулинов классов G и А. Судя по титру комплемента и фагоцитарной активности нейтрофилов, состояние неспецифической системы иммунитета у больных РПЖ не изменялось (см. табл. 4.21), а уровень БГЛ у больных имел лишь тенденцию к снижению (табл. 4.22).


После курса монотерапии Ukrain РПЖ выявлены достоверное, в сравнении с исходным, увеличение количества лимфоцитов и лейкоцитов; процентное содержание Е-РОК-лимфоцитов, в том числе и активных их форм, возросло соответственно на 21 и 12%, количество общих Т-лимфоцитов в абсолютном выражении снизилось, а Т-активных – достоверно выросло (см. табл. 4.21). 

Таблица 4.21
Влияние Ukrain на иммунный статус больных РПЖ

	Показатели
	Здоровые

n=25
	До лечения

n=19
	После лечение

n=18

	Лейкоциты,109/л
	4,6±0,3
	6,4±1,1
	10,5±0,51,2

	Лимфоциты, %
	34,4±1,4
	20,2±1,71
	28,0±3,02

	Т-лимфоциты (Е-РОК), %
	61,0±2,1
	72,6±3,6
	88,0±1,01

	Т- лимфоциты (Е-РОК), 109/л
	0,8±0,1
	1,4±0,21
	1,1±0,4

	Т- лимфоциты (активные), %
	34,3±2,0
	44,6±11,7
	50,0±3,11

	Т- лимфоциты (активные), 109/л
	0,4±0,1
	1,0±0,21
	1,6±0,21,2

	Т-РОК теофиллинчувствительные, %
	7,5±1,6
	7,2±2,2
	6,0±1,2

	Т-РОК теофиллинрезистентные, %
	53,0±2,5
	64,2±3,7
	80,0±2,21,2

	Е-РОК с левамизолом, %
	59,3±2,2
	62,0±5,4
	78,0±3,31

	Ig G, г/л
	12,5±0,9
	14,1±0,8
	13,6±0,7

	Ig А, г/л
	1,9±0,3
	3,6±0,6
	2,4±0,51

	Ig M, г/л
	1,2±0,1
	1,0±0,1
	0,7±0,3

	Титр комплемента, гем. ед
	58,4±4,4
	60,2±8,7
	53,4±4,2

	Иммунные комплексы., конц., %
	88,7±3,2
	134,5±4,41
	92,4±3,11,2

	Фагоцитарная активность нейтрофилов, %
	62,6±3,5
	48,0±3,1
	54,2±4,4

	Т-контроль, %
	60,5±2,7
	67,2±4,4
	65,4±4,0

	Т-активин, %
	56,8±2,6
	62,9±3,0
	74,3±2,11

	Т-хелперы/Т-супрессоры
	7,1±1,2
	8,9±1,4
	13,3±0,91,2


р<0,05 при сравнении: 1 – с показателем у здоровых; 2 – с показателем до лечения.

Таблица 4.22
Содержание БГЛ в крови больных раком простаты на фоне лечения Ukrain (содержание у здоровых 0,38(0,03(109/л или 6,8%(0,2)
	Группы больных
	При поступлении

n=20
	После курса Ukrain
n=20

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%

	Ukrain 100
	0,28(0,04
	4,8(0,6
	0,33(0,04
	4,9(0,9



Применённый нами при РПЖ Ukrain индуцировал достоверное увеличение теофиллинрезистентных лимфоцитов, которые с определенным допущением можно отнести к СD4-хелперным лимфоцитам. Следствием такого избирательного действия на пул регуляторных клеток стало достоверное увеличение иммунорегуляторного индекса, а в сопоставлении с исходной реактивность Т-лимфоцитов на иммуномодулирующие препараты возросла на 18-26%.


При этом на формирование подклассов иммуноглобулинов Ukrain значимого влияния не оказывал, хотя нами отмечена тенденция к уменьшению содержания IgG, IgA и IgM. Вместе с тем, в крови больных, получавших Ukrain, нами зарегистрировано достоверное уменьшение уровня ЦИК, что можно расценивать в качестве позитивного действия препарата. Практически не наблюдалось изменения содержания БГЛ на введение Ukrain (см. табл. 4.22).


Таким образом, полученные нами данные достаточно убедительно свидетельствуют об усилении иммунного ответа организма больных РПЖ на введение Ukrain прежде всего за счет активации его клеточного звена. Существенным подтверждением правильности такой точки зрения являются обнаруженные нами увеличение после применения Ukrain содержания лимфоцитов и некоторых их фенотипов (Т-активные, Т-хелперы). 


В пользу активации противоопухолевого иммунитета под влиянием препарата свидетельствует также снижение концентрации ЦИК. Кроме того, вероятно, можно говорить и об усилении гуморального звена иммунитета за счет увеличения содержания IgA.

4.4. Краткое резюме исследований клинических и лабораторных аспектов действия Ukrain при злокачественных опухолях молочной железы, мочевого пузыря и простаты


Препарат, независимо от дозы и способа применения, не оказывал отрицательного влияния на субъективное состояние больных, хорошо переносился, не вызывал аллергических реакций. 


При РМЖ Ukrain, обладая общеукрепляющим действием на организм пациенток, улучшая их психоэмоциональное состояние, может рассматриваться по клиническим данным как достаточно эффективное адаптогенное средство, способствующее боле благоприятному, чем в контроле, течению раннего послеоперационного периода. Лимфопролиферативная реакция под воздействием Ukrain со стороны как интактных, так и поражённых метастатическим процессом лимфатических узлов способствует, на наш взгляд, более качественному и радикальному выполнению наиболее важного этапа мастэктомии–удалению регионарной клетчатки с лимфоузлами. Независимо от дозы препарат обладает способностью избирательно накапливаться в опухолевой ткани и, в меньшей степени, в регионарных метастазах. Можно предположить, что развитие фиброзной «капсулы» вокруг опухоли будет, вероятно, способствовать повышению абластичности операции, и, следовательно, уменьшению местных рецидивов. Ukrain в исследуемых дозах оказывал нормализующее влияние в послеоперационном периоде на содержание кортизола, то есть в какой-то степени ограничивал проявления катаболических реакций в организме оперированных больных. Очевидно, противоопухолевый эффект препарата не обусловлен его действием на гормональную систему, по крайней мере, при примененных дозах и длительности лечения. По полученным нами данным, из исследованных курсовых доз препарата оптимальной является доза в 100 мг.


По клиническим данным, эффективность как внутривенного, так и комбинированного (внутривенного и внутрипузырного) использования Ukrain при раке мочевого пузыря T1N0M0 достаточно высока, а непосредственные результаты – убедительно свидетельствуют о целесообразности применения препарата при поверхностных опухолях. Неоадъювантная терапия препаратом в комбинации с ТУР может явиться методом выбора для лечения первичных опухолей мочевого пузыря.


После лечения больных РПЖ Ukrain их симптоматический статус и качество жизни значительно улучшались. Уровень PSA через 8-14 дней после окончания лечения Ukrain снизился более чем в 3 раза. Такую динамику концентрации PSA в сыворотке крови мы рассматриваем как достаточно убедительный факт противоопухолевого действия препарата при РПЖ.


Исследование эффектов Ukrain в отношении гематологических показателей, стандартных биохимических тестов, показателей системы гемостаза и иммунной системы у всех обследованных нами больных, позволило выявить ряд общих аспектов его действия, не зависящих от локализации опухоли.


Результаты исследования гематологических показателей у первичных больных РМЖ, РМП и РПЖ, позволяют констатировать, что выявленные изменения незначительны, но специфичны и проявляются лимфопенией, умеренной тромбоцитопенией и увеличением СОЭ.


Предоперационная лучевая терапия в режиме гипофракционирования дозы сопровождается реакцией организма больных в виде умеренной анемии и тромбоцитопении, нейтропении и лимфопении. Оперативное вмешательство у больных РМЖ ведет на фоне исходной лимфопении к развитию гипохромной анемии и, вследствие асептического воспаления обширной раневой поверхности, – к нейтрофилезу, моноцитозу и достоверному увеличению СОЭ.


Воздействие Ukrain на некоторые гематологические показатели при обсуждаемой патологии проявлялось в тенденции к нормализации абсолютного количества лейкоцитов, относительного количества лимфоцитов и базофилов (последних – при РПЖ). СОЭ при этом не изменялась или имела место тенденция к снижению. Необходимо отметить, что действие препарата на гематологические показатели четче проявлялось после хирургического вмешательства и вело к более ранней нормализации неспецифических показателей воспалительной реакции на оперативное вмешательство (нейтрофильные формы лейкоцитов, СОЭ), предотвращало, характерное для больных контрольных групп развитие лимфопении, но не оказывало влияния на показатели "красной" крови. Анализ показателей гемограммы позволяет нам сделать вывод, что наиболее оптимально неоадъювантное применение Ukrain в курсовой дозе 100 мг. Наши результаты в целом соответствуют немногочисленным литературным данным. Так, в хронических опытах у животных, получавших Ukrain, не выявлено изменений в содержании эритроцитов, гемоглобина и гематокрита; при этом количество сегментоядерных нейтрофилов и тромбоцитов – снижалось, а лейкоцитов и лимфоцитов – повышалось и эти изменения более выражены у самок, чем у самцов, и у мышей, чем у крыс [266,270]. А установленная дозозависимая стимуляция препаратом in vitro моноцитоза до 450% и ретикулоцитоза на 70-260% дала основания авторам рассматривать Ukrain в качестве фактора активации эритропоэтической системы [371,378]. Результаты клинических исследований разноречивы и свидетельствуют как об увеличении содержания лимфоцитов, моноцитов, снижении СОЭ [401,431], так и об отсутствии изменений в гемограмме больных, получавших препарат [278,401,443].


Оценивая в целом влияние Ukrain на динамику показателей гемограммы у больных с различной локализацией злокачественного процесса, можно предположить, что действие препарата проявляется в его влиянии на динамику только лимфоцитов. Эффект препарата лучше прослеживается в условиях катаболической реакции организма на операционную травму. В этой же ситуации Ukrain, судя по динамике уровней нейтрофилов, СОЭ, моноцитов, оказывает противовоспалительный эффект. Выявленные позитивные эффекты Ukrain на некоторые показатели гемограммы, несомненно, способствуют более благоприятному течению послеоперационного периода. Важно также подчеркнуть, что ни в одном наблюдении не выявлено миелодепрессивного действия препарата, характерного для химиопрепаратов.


Что касается влияния Ukrain на биохимические параметры крови больных с различной локализацией злокачественного процесса, необходимо отметить, что изменения также носили практически однотипный характер и проявлялись гипоальбуминемией, увеличением активности ЛДГ и ЩФ и снижением –ХЭ.


При неадъювантной терапии Ukrain в различных дозах отмечена тенденция к нормализации уровня альбуминов и исходно измененных активностей ферментов. Данные литературы также свидетельствуют, что длительное (3 мес) применение Ukrain не вызывает сдвигов в активности трансаминаз (АЛТ и АСТ), но нормализует индуцированную овариэктомией их повышенную активность [266,319]. Показано также, что наиболее часто исследуемые биохимические константы крови больных при некоторых злокачественных опухолях под воздействием Ukrain не менялись [278,401,443]. Таким образом, результаты наших исследований широкого спектра бихимических показателй крови и данные литературы позволяют сделать заключение об отсутствии у препарата неспецифических токсических эффектов, что делает безопасным его применение в клинике. Возможно также, что Ukrain оказывает нормализующее действие на некоторые показатели метаболического контроля, так как после его применения не наблюдалось изменения активностей исследованных ферментов в послеоперационном периоде у больных РМЖ, в то время как они имели место у больных контрольных групп.


Подводя итог исследованиям свертывающей системы больных исследуемой патологией, можно констатировать, что в гемостазиограммах выявлялась тенденция к гиперкоагуляции, в целом характерная для злокачественных новообразований [77]. В механизме нарушения гемостаза при опухолевом росте играют роль активация коагуляционного и сосудисто-тромбоцитарного его компонентов: синтез прокоагулянтов и ингибиторов фибринолиза опухолевыми клетками, увеличение количества тромбоцитов и усиление их агрегационных свойств, нарушение структурной целостности и функциональной стабильности сосудистого эндотелия под воздействием опухолевых клеток и цитокинов [134,239], что в какой-то степени имело место в анализируемых наблюдениях. В большей степени нарушения в гемостазиограммах выявлялись при раке молочной железы и менее всего – при раке простаты. Ukrain в различных дозах и режимах введения влияния на изученные показатели коагулограммы не оказывал. 


Оценка иммунного статуса у больных злокачественными опухолями молочной железы, мочевого пузыря и простаты позволила выявить неоднозначную реакцию различных систем иммунитета на антигены опухолевых клеток. Относительно ранние стадии опухолевого роста при РМЖ, РМП и РПЖ характеризуются напряжением клеточного и гуморального звеньев иммунитета и угнетением его неспецифического компонента.


Операционная травма у больных раком молочной железы индуцирует развитие умеренно выраженной иммунодепрессии, которая сохраняется и при выписке пациенток из стационара, а применяемый способ предоперационной лучевой терапии не влияет на исследованные показатели иммунитета.


Ukrain в исследуемых дозах стимулирует пролиферацию лимфоцитов, нормализует содержание различных фенотипов Т-лимфоцитов, иммунокомпетентных белков, активирует неспецифическую систему иммунитета онкологических больных.


Выявленные стимулирующее и модулирующее воздействия Ukrain на клеточный и гуморальный иммунный ответ носит универсальный, и, в меньшей степени, опухолеспецифический характер. Изменения в иммунном статусе больных проявляются существенной стимуляцией Т-клеточного иммунитета, антителообразования, нормализацией отдельных параметров неспецифической системы иммунитета, снижением уровня ЦИК, нормализацией уровня БГЛ. 


Основываясь на полученных в результате проведенного лечения данных, следует считать, что одним из вариантов комбинированного лечения рака молочной железы и мочевого пузыря может являться неоадъювантная терапия Ukrain в курсовой дозе 100 мг с последующим радикальным оперативным вмешательством.

ГЛАВА 5. Закономерности формирования аминокислотного фонда в плазме крови и тканях больных при лечении Ukrain

Метаболический контроль и метаболическая терапия онкологических заболеваний основаны на выборе и определении адекватных биохимических критериев с последующей обоснованной их интерпретацией. Информативность таких критериев в первую очередь определяется уровнями регуляции и интеграции процессов обмена веществ, отражением которых они являются [117].


Указанным требованиям в полной мере отвечает фонд свободных аминокислот физиологических жидкостей и тканей: известно, что свободные аминокислоты и их производные являются одними из наиболее универсальных природных регуляторов и эндогенных модификаторов биологических реакций [112], поскольку:

· in vivo они представлены широким спектром родственных по химической структуре соединений, формирующихся в физиологических жидкостях и тканях [301];

· транспорт, промежуточный обмен, синтез и утилизация этих соединений унифицированы по основным метаболическим реакциям [112,202,218,301];

· их уровни являются важнейшими регулирующими факторами процессов биосинтеза белка и высокоактивных биологических субстанций (медиаторы, гормоны), активности основных метаболических потоков и функционального состояния органов и систем [113];


Одновременно известно, что злокачественный рост сопровождается выраженными изменениями в промежуточном обмене аминокислот и процессах формирования их пула и внутриклеточного фонда [23,221]. Вовлечение аминокислот в злокачественный процесс и взаимоотношения опухоль – хозяин реализуется, очевидно, на нескольких уровнях [98]:

· во-первых, снижение активности специфических ферментов–регуляторов промежуточного обмена аминокислот, а также ферментов, катализирующих реакции синтеза и утилизации этого класса соединений в опухолях, является, по-видимому, основной причиной использования для пластических нужд опухоли эндогенного аминокислотного фонда хозяина, обеднения этого фонда и формирования вследствие этого гипо- и дисаминоацидемии и отрицательного азотистого баланса в организме опухоленосителя [23];

· во-вторых, как установлено исследованиями последнего десятилетия, аминокислоты и их производные являются эндогенными регуляторами активности процессов пролиферации и дифференциации злокачественных клеток [221], а их структурные аналоги и антиметаболиты способны репрограммировать и модулировать в раковых клетках процессы апоптоза [98].


Тем самым, актуальным является получение новых знаний в области регуляции аминокислотного обмена при злокачественном росте и исследование механизмов влияния Ukrain на показатели формирования аминокислотного фонда при определенных локализациях опухоли.


Вышеперечисленное послужило предпосылкой для постановки в качестве одной из основных задач настоящей работы исследования закономерностей формирования аминокислотного фонда в плазме крови, опухолевой ткани больных при традиционных способах их лечения в сравнении с аналогичными критериями на фоне назначения Ukrain, а также в здоровой ткани соответствующего органа. Целью этой части работы было также исследование эффективности применения Ukrain при злокачественных новообразованиях в качестве средства метаболической терапии и коррекции аминокислотного дисбаланса.

5.1. Рак молочной железы


5.1.1 Аминокислотный пул плазмы крови больных раком молочной железы


Анализ процессов формирования аминокислотного фонда производился нами в равнозначных, сформированных методом лотереи и различающихся только по способу лечения группах больных РМЖ.


Первую, контрольную, группу больных составили больные, начальным этапом лечения которых было радикальное хирургическое вмешательство на железе. Как показал анализ наших исследований, при поступлении в клинику в плазме крови указанной группы больных содержание большинства исследованных свободных аминокислот и их дериватов было ниже значений у практически здоровых людей (доноров станции переливания крови г.Гродно) (табл. 5.1). Эти результаты в целом согласуются с литературными, а также  полученными нами ранее для других локализаций злокачественного процесса (лёгкие, желудочно-кишечный тракт), и свидетельствуют о наличии выраженного, зависящего от стадии заболевания, аминокислотного дисбаланса [66,113,114,203,225].

Гипоаминоацидемия формировалась за счёт снижения содержания ряда гликогенных аминокислот (аспарагиновой, аспарагина, серина), однако, повышалось содержание глутамата, что подтверждает изменение соотношения активностей гликолиза и глюконеогенеза из неуглеводных предшественников при злокачественных новообразованиях [98,185,203,225]. При этом одновременно обращает на себя внимание обеднение фонда основных серусодержащих аминокислот и аминокислот с установленными гепатопротекторными и иммуномодулирующими эффектами (цистеина, цистеиновой кислоты, таурина и лейцина) [112,203,226,249,382]. Последнее может быть обусловлено угнетением процессов оксидоредукции при злокачественном росте с одновременной активацией утилизации незаменимой аминокислоты лейцина для синтеза белка de novo в опухоли. Кроме этого, имелась тенденция к снижению концентраций аминокислот с разветвленной углеводородной цепью (лейцина, изолейцина и валина), а также ароматических аминокислот (фенилаланина и тирозина).

Таблица 5.1

Концентрация свободных аминокислот и их производных в плазме крови больных РМЖ при различных вариантах лечения ((моль/л)

	Пока-затели
	Контроль-1
	Контроль-2

	
	Доноры

n=25
	При

поступлении

n=25
	Перед

операцией

n=24
	7-10 сутки

после операции

n=23
	При

поступлении

n=24
	Перед

операцией

n=23
	7-10 сутки

после операции

n=24

	CA
	15,256±0,527
	13,8±0,9
	12,7±2,2
	10,7±0,61,2
	8,1±0,81
	6,8±0,71
	6,8±0,31

	Tau
	321,1±10,4
	210±201
	221±121
	165±261,2
	213±291
	181±141
	166±261

	PEA
	11,6±0.9
	16,3±1,25
	11,8±0,9
	10,8±2,4
	33,3±3,71
	33,5±6,41
	23,0±1,41

	Urea
	731,4±45,9
	521±1521
	259±161,2
	886±2943
	407±291
	452±881
	414±691

	Asp
	79,85±6,14
	64,5±23,7
	67,5±7,2
	89,4±37,3
	48,6±4,61
	46,5±4,21
	36,2±4,61

	Thr
	202,5±8,6
	134±141
	194±9
	140±30
	225±211
	209±18
	190±32

	Ser
	243,5±9,8
	168±161
	246±292
	153±283
	149,5±11,91
	149,8±14,61
	161,2±19,51

	Asn
	98,7±9,21
	61,7±7,11
	56,4±3,41
	44,7±4,81
	57±11,51
	126±7,11,2
	118±23

	Glu
	188,5±7,14
	283±48
	299±341
	224±72
	305±381
	248±63
	234±21

	Gln
	885,5±32,18
	371±741
	981±52,2
	406±1031,3
	472±55,51
	1100±862
	869±7,52

	Pro
	196,8±10,7
	112±8,11
	236±332
	92,8±34,41,3
	123±461
	196±35
	213±381

	Gly
	335,6±32,7
	465±71
	481±56
	393±81
	632±641
	605±631
	506±101

	Ala
	664,8±63,8
	515±76
	801±88
	514±323
	555±92
	484±69
	338±241,2

	(-ABA
	23,65±3,07
	25,8±3,9
	18,2±2,61
	14,6±1,51
	21,7±3,2
	21,3±2,4
	13,3±1,41,3

	Val
	305,7±32,7
	211±121
	377±292
	213±221
	288±19
	322±37
	235±141

	Cys
	90,6±5,52
	50,3±7,81
	16,3±2,81,2
	36,6±11,71
	49,2±10,91
	35,4±9,21
	44,8±8,11

	Met
	32,8±3,616
	26,3±2,0
	38,1±4,8
	24,5±3,13
	31,7±2,5
	29,0±3,5
	25,4±2,2


Продолжение таблицы 5.1

	Пока-затели
	
	Контроль-1
	Контроль-2

	
	Доноры

n=25
	При

поступлении

n=25
	Перед

операцией

n=24
	7-10 сутки

после операции

n=23
	При

поступлении

n=24
	Перед

операцией

n=23
	7-10 сутки

после операции

n=24

	Ctn
	4,327±0,210
	3,8±1,5
	4,2±0,7
	2,4±0,8
	2,9±0,5
	2,6±0,8
	3,0±1,7

	Ile
	104,1±13,5
	71,5±8,6
	94,1±7,2
	76,1±16,7
	76,9±4,71
	76,7±9,7
	84,5±4,6

	Leu
	203,7±11,3
	124±6,61
	170±8,7
	124±241
	176±11
	192±2
	151±7,51

	Tyr
	98,39±7,07
	69,3±7,81
	117±12
	66,7±4,01,3
	84±6,4
	114±11
	91,1±2,9

	Phe
	85,64±6,53
	59,8±3,11
	110±141
	46,9±14,93
	76,6±3,4
	99,7±10,4
	92,9±6,4

	(-Ala
	3,08±0,34
	3,2±0,5
	2,9±0,5
	4,1±1,5
	3,4±0,6
	3,4±0,7
	3,8±1,2

	EA
	103,04±6,28
	108±8,1
	84,1±7,0
	90,6±8,9
	100±13
	108±15
	80,8±13,8

	NH3
	1219,3±58,6
	1077±78
	507±801
	915±137
	820±345
	707±240
	472±1161

	Orn
	149,7±10,4
	111±4,21
	215±281
	146±293
	118±6,11
	175±271
	94±112

	Lys
	224,6±12,6
	198±13
	316±211,2
	188±243
	295±171
	303±33,71
	244±31

	His
	220,4±16,8
	126±181
	126±5,91
	122±121
	179±8,3
	105±141,2
	79,1±14,31,2


P<0,05 в сравнении:  1-с донорами;




2- с показателем при поступлении;




3-с показателем перед операцией.


Перечисленные изменения могут свидетельствовать об интенсивном использовании свободных аминокислот опухолью (превалирование снижения уровня незаменимых аминокислот) [23], ингибировании глюконеогенеза и функционирования глюкозо-аланинового цикла [186] (снижение концентраций, валина, изолейцина, лейцина, серина, аланина), снижении активности реакций деградации серусодержащих аминокислот и окислительно-восстановительных процессов (снижение уровней цистеиновой кислоты и таурина при неизменном уровне метионина и сниженном содержании цистина) [185,203,221,225,382] и нарушении процессов транспорта и поступления аминокислот в ткани [221]. В этой стадии опухолевого процесса нами не наблюдалось катаболической реакции и свойственной для нее гипераминоацидемии. Кроме того, у контрольных больных, судя по полученным результатам, была снижена активность цикла мочевинообразования (снижение концентраций мочевины и орнитина) [113].


После общепринятой предоперационной подготовки, синдромальной терапии сопутствующей соматической патологии указанные сдвиги в спектре исследованных показателей практически не менялись, что свидетельствует о сравнительно низкой эффективности проводимой терапии в отношении коррекции аминокислотного дисбаланса и обосновывает необходимость поиска соответствующих лекарственных препаратов для метаболической терапии. Очевидно, что поскольку сами аминокислоты относятся к классу эубиотиков, поиск таких препаратов наиболее оправдан в ряду соединений природного, т.е. эндогенного происхождения. Нами зарегистрировано достоверное, достигающее контрольных значений, повышение уровня глутамина в плазме перед операцией, что сопровождалось в группе больных, не получавших предоперационной лучевой терапии, снижением уровня аммиака. У больных обеих контрольных групп повышалось также содержание лизина. Остальные сдвиги в основном сохранялись, а уровень цистина дополнительно снижался по отношению к значению при поступлении.


В раннем послеоперационном периоде (7-10 сутки) отличительной чертой перечисленных сдвигов в спектре исследованных показателей плазмы крови больных РМЖ является значительное уменьшение концентрации конечного продукта катаболизма серусодержащих аминокислот – таурина и тенденция к снижению уровня цистеиновой кислоты, что свидетельствует о компенсаторном ингибировании распада серусодержащих соединений, уровень которых изначально был снижен у данной категории больных при поступлении (см. табл. 5.1).


Такая последовательность событий, очевидно, неизбежно приведет к еще более выраженному угнетению обезвреживающей функции печени, так как неоднократно указано в литературе, что дефицит таурина сопровождается угнетением синтеза холилтаурина и образованием таурохолатов [112]. Примечательно, что при этом концентрации большинства исследованных соединений практически не отличались от таковых при поступлении или перед операцией (см. табл. 5.1). Вновь снижалось содержание аланина, лейцина, по сравнению с моментом до операции снижалось содержание ароматических аминокислот, орнитина и лизина.


Таким образом, хирургическое удаление первичной опухоли не устраняет индуцированный ею аминокислотный дисбаланс, что подтверждает выше выдвинутое нами предположение о целесообразности адекватной (направленной) коррекции процессов формирования аминокислотного фонда и обосновывает применение для этого исследуемого препарата.


Одним из альтернативных способов устранения метаболического дисбаланса, по нашему мнению, в данном случае могло бы быть дополнительное канцерицидное воздействие в виде предоперационной лучевой терапии. На этом основании в данное исследование нами включена группа больных, оперативному вмешательству на молочной железе у которых предшествовало лучевое воздействие в режиме гипофракционирования дозы. 


Оказалось, что у данной группы больных РМЖ (вторая контрольная группа) при поступлении наблюдается сходная по направленности картина сдвигов в аминокислотном спектре плазмы (см. табл. 5.1). Так в этой группе больных по сравнению с практически здоровыми донорами отчетливо прослеживается гипоаминоацидемия в основном за счёт концентраций гликогенных аминокислот (аспарагиновая, аспарагин, треонин, орнитин) с одновременным обеднением пула свободных серусодержащих аминокислот и их дериватов.


Одновременно, последующее исследование уровней свободных аминокислот и их дериватов у этих больных перед операцией показало, что предоперационная лучевая терапия практически не оказывала влияния на спектр исследованных показателей в плазме крови больных в сравнении с исходными (см. табл. 5.1). Повышалось только содержание аспарагина и глутамина. Однако, на 7-10 сутки после оперативного вмешательства, в сравнении с уровнями при поступлении в стационар, в плазме крови больных наблюдалось снижение концентраций субстрата цикла мочевинообразования — орнитина и уменьшение содержания маркёрной для поражения печени [112,227,249] (-аминомасляной кислоты, что может указывать на относительную активацию процессов детоксикации в гепатоцитах. В целом направленность сдвигов в уровнях свободных аминокислот и их производных у больных обеих контрольных групп в процессе лечения была практически одинаковой.


Таким образом, проведенное нами исследование пула свободных аминокислот и родственных соединений показало, что для рака молочной железы, как и для большинства известных злокачественных опухолей, характерны значительные нарушения формирования фонда гликогенных аминокислот, что может рассматриваться в качестве универсального механизма действия опухоли на промежуточный обмен аминокислот.


Нами также установлено, что в отличие от общепринятых способов, избранный нами режим лучевой терапии, с точки зрения его влияния на данные показатели, является достаточно щадящим для организма пациенток и в то же время оказывает значимое канцерицидное действие на опухолевую ткань молочной железы, хотя и не сопровождается выраженной тенденцией к нормализации исследуемых показателей. 


Поэтому следующим этапом наших исследований была сравнительная оценка действия Ukrain при его внутривенном назначении в различных курсовых дозах на динамику формирования фонда аминокислот у больных РМЖ. После определения исходных уровней аминокислот и их дериватов в плазме крови больные испытуемых групп в неоадъювантном режиме получали Ukrain в курсовых дозах 50, 100 или 200 мг.


Анализ аминограмм плазмы крови больных данных исследуемых групп при поступлении в клинику показал, что они практически сопоставимы с описанными выше, полученными в контрольных группах и характеризуются выраженной гипоаминоацидемией.


Повторное исследование плазмы крови указанных больных перед операцией показало, что Ukrain при его назначении в курсовой дозе 50 мг индуцировал обогащение суммарного пула свободных серусодержащих аминокислот и их производных, в значительной мере обусловленное возросшей концентрацией таурина (табл. 5.2). Принимая во внимание то, что таурин является высокоактивным природным соединением, действие которого (антиоксидантное, радиопротекторное и др.) на функциональные системы организма может быть в целом оценено как адаптогенное [112], последнее, вероятно, следует отнести к положительным эффектам Ukrain.


К положительным эффектам Ukrain в отношении формирования фонда свободных аминокислот в плазме крови следует также отнести относительное увеличение содержания глутамина — акцептора свободного аммиака, косвенно свидетельствующее об улучшении антитоксической функции печени [8,61,129,276], а также снижение концентрации аланина, что подтверждается наблюдавшимся при этом ингибированием активности аланиновой трансаминазы.


Полученные результаты подтверждаются и данными проведенного нами линейно- дискриминантного анализа, при котором наиболее информативными (меняющимися) на фоне применения Ukrain оказались уровни важнейших с точки зрения их роли в обмене аминокислот аланина и глутаминовой кислоты, а также серусодержащих аминокислот — таурина, цистатионина и цистеиновой кислоты [112,117,202] (константы Фишера от 17 до 7).


Особого внимания, на наш взгляд, заслуживает двухкратное увеличение концентрации свободного пролина в плазме крови больных, получавших Ukrain (см. табл. 5.2). Метаболически оправданная активация образования этой аминокислоты из глутаминовой кислоты [113,202] не подтверждается коэффициентом корреляции между уровнями обоих соединений (r<0,4, Р>0,2). Поэтому наиболее вероятной причиной повышения содержания пролина в плазме крови при назначении Ukrain является, по-видимому, гидролиз эндогенных белков и пролинсодержащих полипептидов [202,218,301], тем более что в самой опухоли на фоне лечения Ukrain, как будет показано ниже (табл. 5.3), уровень пролина также значительно  вырос,  что  полностью  согласуется  с  результатами  морфологического  и 

Таблица 5.2

Концентрация свободных аминокислот и их производных в плазме крови больных РМЖ при различных вариантах лечения ((моль/л)

	
	Доноры
n=25
	Ukrain 50
	Ukrain 100
	Ukrain 200

	
	
	При

поступлении

n=25
	Перед

операцией

n=23
	7-10 сутки

после операции

n=24
	При

поступлении

n=25
	Перед

операцией

n=25
	7-10 сутки

после операции

n=24
	При

поступлении

n=24
	Перед

операцией

n=25
	7-10 сутки

после операции

n=23

	CA
	15,256±0,527
	10,9±1,11
	11,3±0,81
	23,7±6,91,2,3
	10,8±0,91
	10,7±0,61
	26,6±4,71,2,3
	10,1±0,51
	11,0±0,31
	22,6±1,61,2,3

	Tau
	321,1±10,4
	102±6,01
	140±7,71,2
	417±12123
	160±201
	165±261
	398±372,3
	107±7,31
	232±88
	384±572

	PEA
	11,6±0.9
	15,6±2,3
	9,8±1,7
	15,6±4,3
	16,3±1,3
	10,8±2,42
	13,1±3,25
	17,5±2,0
	9,7±2,22
	13,9±2,44

	Urea
	731,4±45,9
	321,6±331
	361±31
	1554±368
	1121±152
	886±294
	954±179
	428±881
	316±55
	434±139

	Asp
	79,85±6,14
	33,0±9,01
	59,1±28,7
	113±472
	34,5±3,71
	89,4±37,3
	118±221,2
	48,6±6,01
	75,4±12,7
	77,8±10,4

	Thr
	202,5±8,6
	137±121
	132±8,81
	185±48
	134±141
	140±301
	194±22
	130±181
	134±271
	167±26

	Ser
	243,5±9,8
	163±121
	157±4,61
	208±57
	168±161
	194±302
	219±24
	155±231
	145±231
	209±23

	Asn
	98,7±9,21
	43,5±3,71
	42,0±6,41
	89±25,02,3
	61,7±7,11
	44,7±4,81
	91,7±18,93
	54,6±8,91
	50,8±5,71
	51,9±4,81

	Glu
	188,5±7,14
	256,7±13,11
	252,1±10,91
	175±931,2,3
	283±481
	224±32
	111±19,12,3
	247,3±12,01
	259,8±12,21
	132±292,3

	Gln
	885,5±32,18
	421±441
	744±522
	608±1411
	371±741
	906±1042
	731±1252
	390±461
	843±662
	971±922,3

	Pro
	196,8±10,7
	126±9,51
	246±232
	384±571,3
	113±8,11
	292,8±34,41,2
	484±571,2,3
	120±121
	299±322
	684±241,2,3

	Gly
	335,6±32,7
	342±36
	290±27
	433±893
	465±411
	393±81
	451±441
	368±66
	294±45
	474±341,3

	Ala
	664,8±63,8
	501±201
	395±281,2
	1132±1231,2,3
	516±761
	714±32
	882±2162
	489±661
	405±671
	1067±831,2,3

	(-ABA
	23,65±3,07
	24,1±1,9
	25,1±2,8
	32,3±7,0
	25,8±3,9
	14,6±1,51
	30,2±8,03
	27,2±4,2
	20,4±3,2
	66±121,2,3


Продолжение таблицы 5.2

	
	Доноры
	Ukrain 50
	Ukrain 100
	Ukrain 200

	
	
	При

поступлении

n=25
	Перед

операцией

n=23
	7-10 сутки

после операции

n=24
	При

поступлении

n=25
	Перед

операцией

n=25
	7-10 сутки

после операции

n=24
	При

поступлении

n=24
	Перед

операцией

n=25
	7-10 сутки

после операции

n=23

	Val
	305,7±32,7
	217±141
	224±171
	293±762,3
	212±121
	213±221
	307±402,3
	226±141
	202±45
	395±431,2,3

	Cys
	90,6±5,52
	44,0±9,11
	71,3±7,5
	93,0±372,3
	50,3±7,81
	86,6±11,71
	97,9±16,72
	38,9±8,81
	56,8±24,7
	113,4±11,82,3

	Met
	32,8±3,616
	26,6±2,2
	25,5±0,8
	26,9±1,6
	26,3±1,9
	24,5±3,1
	27,4±1,4
	31,3±2,2
	26,7±3,1
	31,1±2,7

	Ctn
	4,327±0,210
	3,5±0,9
	4,8±0,8
	3,9±1,1
	3,8±1,5
	2,4±0,81
	3,5±1,2
	3,9±1,0
	2,7±1,9
	3,1±0,6

	Ile
	104,1±13,5
	62,7±5,21
	62,2±6,51
	92±24,0
	61,5±8,61
	76,1±16,7
	99,7±13,42
	68,7±7,91
	77,5±13,7
	169±15,21,2

	Leu
	203,7±11,3
	131±101
	125±111
	152±44
	124±6,61
	174±242
	192±312
	133±5,71
	117±8,91
	223±202,3

	Tyr
	98,39±7,07
	73,8±5,81
	69,9±3,41
	84,0±23,0
	69,3±7,81
	66,7±4,01
	88,7±15,81
	56,8±9,01
	68,8±7,51
	99,5±5,52,3

	Phe
	85,64±6,53
	58,6±4,11
	58,6±2,21
	77±22,0
	59,8±3,11
	46,9±14,91
	79,6±20,7
	55,7±6,91
	41,2±6,51
	92,9±14,22,3

	(-Ala
	3,08±0,34
	3,6±1,8
	2,1±0,7
	6,5±2,2
	4,2±1,1
	2,2±0,9
	6,0±1,7
	5,3±0,61
	2,9±1,5
	8,7±1,61,3

	EA
	103,04±6,28
	45,9±3,21
	40,9±5,11
	147±222,3
	69±8,01
	70,6±8,91
	139±20,82,3
	79,8±13,01
	65,5±13,11
	151±172,3

	NH3
	1219,3±58,6
	1206±74
	1284±36
	1490±355
	1277±78
	915±137
	1510±275
	1322±54
	674±114
	847±288

	Orn
	149,7±10,4
	115±121
	120±8,91
	246±711,2,3
	111±4,21
	146±291
	286±331,2,3
	154±23
	194±211
	221±9,61,2

	Lys
	224,6±12,6
	223±17,71
	196±7,8
	225±66
	199±13
	189±24
	229±34
	146±13
	162±43
	322±421,2

	His
	220,4±16,8
	80,6±5,61
	75,4±4,01
	187±492,3
	126±181
	182±1,22
	195±21
	118±211
	196±232
	305±1251,2


P<0,05 в сравнении:
1-с донорами;




2- с показателем при поступлении;




3-с показателем перед операцией

гистохимического анализа (см. главу 6), доказывающими образование в опухоли соединительной ткани с формированием по периферии ее фиброзной капсулы, которую можно рассматривать в качестве источника плазменного пролина. Выдвинутое предположение подтверждается и высокодостоверной положительной корреляцией, возникающей на фоне применения Ukrain, между содержанием пролина в плазме крови и опухолевой ткани (r = 0,92).

Благоприятное c позиций ситуации “метаболического комфорта” [117] действие Ukrain на процессы формирования фонда свободных аминокислот и их производных особенно отчётливо проявляется в послеоперационном периоде при сравнении полученных результатов со спектром исследованных соединений в плазме крови больных, не получавших Ukrain (табл.. 5.1).
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Рис. 5.1. Расположение групп на плоскости двух главных компонент (x, y) при линейно-дискриминантном анализе пула свободных аминокислот и их производных в плазме крови у больных РМЖ при поступлении в стационар (1); у больных РМЖ после окончания курса Ukrain (2) и на 7 сутки после операции (3), а также  на 7 сутки после операции у больных РМЖ контрольной группы (4). 


Меньшая выраженность аминокислотного дисбаланса в плазме крови больных при назначении Ukrain подтверждается и данными линейно-дискриминантного анализа (рис. 5.1), по данным которого при назначении препарата в суммарной дозе 50 мг наиболее информативными оказались концентрации пролина, цистеина и таурина (константы Фишера от 18 до 9).

Анализ изменений в содержании исследованных соединений при назначении Ukrain в курсовой дозе 100 мг показал, что препарат оказывал сходное с действием курсовой дозы 50 мг влияние на спектр аминокислот и вызывал относительную нормализацию пула исследуемых нами соединений в плазме крови, в особенности выраженную по фонду серусодержащих аминокислот (цистин) и их производных (таурин) (см. табл. 5.2). В раннем послеоперационном периоде у этой группы больных незначительно увеличивалось содержание валина и отмечалось выраженное повышение концентрации аспарагиновой кислоты (см. табл. 5.2). Описанные изменения согласуются с данными об активации процессов окисления и переаминирования на фоне операционной травмы в первую неделю после вмешательства [31,129].


При этом в послеоперационном периоде назначение препарата в курсовой дозе 100 мг вызывало обогащение суммарного пула свободных серусодержащих аминокислот и их производных, в значительной мере обусловленное возросшей концентрацией таурина, цистеиновой кислоты и цистеина (см. табл. 5.2). Принимая во внимание значительный вклад перечисленных соединениё в формирование антиоксидантного гомеостаза [112] перечисленные сдвиги следует отнести к адаптогенным эффектам препарата, связанным с поддержанием стабильности биологических структур.


Примечательно, что обнаруженное нами ранее двухкратное увеличение концентрации свободного пролина в плазме больных, получавших Ukrain в суммарной дозе 50 мг, сохранилось и при дозе 100 мг (см. табл. 5.2). Тем самым, гидролиз эндогенных белков и пролинсодержащих полипептидов в опухоли при назначении препарата, как первопричина описанного явления, может рассматриваться в качестве наиболее вероятного механизма действия препарата.


В группе больных, получавших Ukrain в дозе 200 мг/курс, препарат, кроме уже указанных нами изменений для доз 50 и 100 мг, индуцировал в плазме крови снижение уровня структурного компонента фосфолипидных мембран фосфоэтаноламина, что согласуется с последующим повышением после операции уровней метаболически связанных с ним этаноламина и глицина [31], а также повышение концентрации пролина (см. табл. 5.2). 


В раннем послеоперационном периоде у этой группы больных, также как и при меньших курсовых дозах препарата, уровни цистеата и пролина оставались повышенными, увеличивалось количество (-аминобутирата, аминокислот с разветвленной углеводородной цепью (валин, лейцин), что может также расцениваться как эффект нормализации аминокислотного дисбаланса [249].


5.1.2. Аминокислотный фонд опухолевой ткани больных РМЖ


Особенности превращений аминокислот в разнообразных типах опухолей по сравнению с аминокислотным пулом тканей и биологических жидкостей опухоленосителя исследованы довольно широко и подробно. Так, показано, что снижение активности специфических ферментов катаболизма аминокислот в злокачественных новообразованиях является причиной использования последними эндогенного фонда аминокислот хозяина для собственного роста, что приводит к возникновению отрицательного азотистого баланса [23,221].

С другой стороны, известно, что аминокислотный фонд злокачественных новообразований является своеобразным маркёром неконтролируемого роста, степени инвазии и метастазирования опухоли, а также может служить контрольным показателем лечения и обнаружения ранних рецидивов [113,185,203].

Поэтому с позиций очевидной практической значимости актуальным является исследование закономерностей формирования фонда свободных аминокислот и их производных у больных раком молочной железы как в плазме крови, так и в ткани опухоли с последующим их анализом и сопоставлением.


Судя по полученным результатам, уровни определённых нами соединений в опухолевой ткани во всех группах больных РМЖ по сравнению со здоровой тканью молочной железы были значительно выше (табл. 5.3): суммарное содержание свободных и фонд apoмaтичecкиx (тирозин, гистидин) аминокислот превышал значения, полученные для нормальной, не пораженной опухолевым процессом, ткани молочной железы в среднем в 3 раза, а концентрации серусодержащих (цистеат, таурин) и гликогенных (аспартат, пролин, глицин, аланин, валин) — соответственно в – в 5 и 2 раза (см. табл. 5.3). 


Полученные результаты согласуются с утвердившимся представлением об опухолевой ткани как "ловушке" многочисленных энергетических и пластических субстратов, в том числе и аминокислот [185,203,225].


При сравнении спектра исследованных показателей в опухолевой ткани больных, подвергшихся только оперативному лечению и предварительно облученных (контроль 1 и контроль 2), выявлены следующие отличия: суммарный фонд исследованных показателей был на фоне облучения увеличен на 20,2% в значительной степени за счёт возросшей концентрации глутаминовой кислоты и увеличения количества свободного NH3. Указанные изменения, по всей вероятности, индуцированы лучевым воздействием и активацией процессов протеолиза в опухолевой ткани, поскольку, как известно, глутаминовая кислота является важнейшим субстратом и, одновременно, продуктом промежуточного обмена аминокислот в реакциях переаминирования и утилизации аммиака [135].

Одновременно обращает на себя внимание обеднение фонда свободного цистеина – предшественника большинства свободных серусодержащих соединений, в том числе и глутатиона, и регулятора окислительно-восстановительных процессов, сопровождавшееся снижением концентрации его конечного метаболита – таурина [112,249]. Последние изменения, очевидно, индуцируют в значительной степени снижение редокс-потенциала злокачественной клетки под действием ионизирующего излучения [36].


Кроме того, облучение индуцировало уменьшение концентрации свободного пролина в ткани опухоли, что косвенно может указывать на снижение в ней процессов коллагенообразования [202]. Описанная выше картина изменений аминокислотного фонда в опухолевой ткани под действием ионизирующего излучения, по нашему мнению, создает предпосылки для усиления катаболических процессов и, тем самым, активного распада опухоли.

Таблица 5.3

Концентрация свободных аминокислот и их производных в нормальной и опухолевой ткани молочной железы при различных вариантах лечения ((моль/г)

	Показатели
	Ткань здоровой

железы

n=20
	Опухолевая ткань молочной железы

	
	
	Контроль 1

n=24
	Контроль 2

n=23
	Ukrain-50

n=24
	Ukrain-100

n=25
	Ukrain-200

n=23

	CA
	0,07±0,02
	0,27±0,15
	0,15±0,011
	0,19±0,051
	0,34±0,031
	0,13±0,031,2

	Tau
	0,19±0,35
	4,30±4,101
	3,22±0,451,2
	4,52±0,971,2
	3,27±0,481,2
	1,39±0,681,2

	PEA
	0,17±0,05
	1,14±0,131
	1,12±0,191
	1,58±0,471
	1,64±0,011
	1,04±0,241

	Asp
	0,47±0,09
	1,82±0,85
	1,28±0,211
	1,11±0,251
	1,00±0,081
	2,46±1,271

	Thr
	Следы
	Следы
	0,77±0,12
	0,65±0,10
	0,73±0,12
	0,85±0,14

	Ser
	0,45±0,12
	0,88±0,131
	1,10±0,151
	1,33±0,311
	1,43±0,161
	1,31±0,111

	Glu
	1,11±0,21
	0,79±0,161
	2,08±0,591,2
	0,88±0,23
	0,65±0,031
	0,82±0,161

	Gln
	1,13±0,18
	1,33±0,80
	1,32±0,25
	1,50±0,80
	1,39±0,12
	1,59±0,50

	Pro
	0,45±0,07
	0,63±0,14
	0,28±0,141,2
	1,46±0,261,2
	1,81±0,171,2
	1,35±0,191,2

	Gly
	1,00±0,31
	2,44±0,441
	2,86±0,261
	3,37±0,871
	3,84±0,611,2
	3,08±0,941

	Ala
	0,67±0,18
	1,02±0,29
	1,74±0,261
	2,01±0,531
	2,21±0,221,2
	2,02±0,711

	(-ABA
	0,10±0,06
	0,07±0,04
	0,19±0,10
	0,10±0,04
	0,08±0,02
	0,13±0,01

	Val
	0,22±0,07
	0,47±0,131
	0,63±0,061
	0,77±0,191
	0,81±0,211,2
	0,93±0,121,2

	Cys
	0,14±0,02
	0,80±0,161
	0,24±0,032
	0,35±0,121
	0,41±0,071
	1,08±0,111,2

	Met
	0,07±0,01
	0,13±0,07
	0,15±0,031
	0,23±0,061,2
	0,30±0,021,2
	0,33±0,041

	Ile
	0,11±0,02
	0,27±0,061
	0,30±0,071
	0,75±0,181,2
	0,63±0,031,2
	0,46±0,121,2

	Leu
	0,28±0,06
	0,43±0,18
	0,68±0,151
	0,86±0,23
	0,91±0,021,2
	0,61±0,05


Продолжение таблицы 5.3

	Показатели
	Ткань здоровой

железы

n=20
	Опухолевая ткань молочной железы

	
	
	Контроль 1

n=24
	Контроль 2

n=23
	Ukrain-50

n=24
	Ukrain-100

n=25
	Ukrain-200

n=23

	Tyr
	0,13±0,04
	0,27±0,11
	0,31±0,041
	0,38±0,101
	0,40±0,031
	0,43±0,041

	Phe
	0,10±0,02
	0,28±0,081
	0,22±0,041
	0,52±0,141,2
	0,72±0,111,2
	0,67±0,051,2

	EA
	0,57±0,09
	1,01±0,131
	1,22±0,251
	0,95±0,18
	1,16±0,251
	1,35±0,361

	Orn
	0,16±0,03
	0,03±0,011
	0,20±0,012
	0,08±0,032
	0,08±0,05
	0,03±0,021

	Lys
	0,45±0,14
	0,76±0,25
	1,09±0,20
	1,35±0,311
	1,73±0,211,2
	0,99±0,161

	His
	0,11±0,002
	0,19±0,07
	0,21±0,031
	0,36±0,111
	0,27±0,051
	0,45±0,021,2


P<0,05 в сравнении:
1-с тканью здоровой железы;




2- с контролем 


Неоадъювантное применение Ukrain в курсовой дозе 50 мг вызывало обогащение фонда свободных аминокислот в опухолевой ткани примерно на 25% в основном за счет гликогенных (серин, глицин, валин, изолейцин) и ароматических (тирозин) аминокислот (см. табл. 5.3). Указанные изменения согласуются с результатами морфологического исследования опухоли, подтвердившими появление в ней многочисленных очагов некроза (глава 6) и свидетельствующими об активации процессов протеолиза и её распада под действием препарата.


Существенным позитивным фактом канцерицидного эффекта препарата является значительное увеличение в ткани опухоли на фоне лечения Ukrain уровня пролина. Это предположение хорошо согласуется с результатами морфологических исследований, показавших появление в опухоли под воздействием Ukrain многочисленных очагов фиброза, а по периметру ее – образование соединительнотканной капсулы (глава 6). Индуцированный Ukrain некроз опухолевой ткани с исходом в фиброз, как один из механизмов лекарственного патоморфоза препарата, дает нам основания рассматривать образующуюся соединительную ткань в качестве источника плазменного пролина. Подтверждается это и высокодостоверной (r=0,92) положительной корреляцией между уровнями пролина в плазме крови и в опухоли на фоне применения Ukrain.


Кроме того, примечательно, что в ткани опухоли по сравнению с нормальной тканью молочной железы было практически на порядок выше содержание фосфоэтаноламина, которое повышалось на фоне применения Ukrain (см. табл. 5.3). Как показано [204], между митотическим индексом, с одной стороны, и уровнями фосфоэтаноламина и этаноламина в опухолевой ткани больных раком молочной железы – с другой, существует положительная корреляция.


В нашем случае (см. табл. 5.3) при значительном снижении соотношения фосфоэтаноламин/этаноламин в опухоли по отношению к нормальной ткани, на фоне применения Ukrain установлено, что показатель существенно увеличивался. Если расценивать увеличение уровня фосфоэтаноламина в опухолевой ткани с точки зрения приспособительной (адаптивной) реакции, дополнительное повышение его содержания после назначения Ukrain, вероятно, может быть одним из компонентов механизма канцеростатического действия препарата.


Полученные результаты подтверждаются данными линейно-дискриминантного анализа, где наиболее информативными показателями оказались концентрации пролина, глутаминовой кислоты и таурина (константы Фишера от 18 до 11).

Полностью (100%) корректная классификация межгрупповых реализаций свидетельствует, что метаболическая ситуация в ткани опухоли в отношении исследованных показателей при применении Ukrain существенным образом отличается от таковой до лечения, а также на фоне стандартной терапии (рис. 5.2).
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Рис. 5.2. Расположение на плоскости двух главных компонент (x,y) при линейно-дискриминантном анализе пула свободных аминокислот и их производных в ткани молочной железы: в биоптатах нормальной ткани молочной железы (1); в ткани опухоли молочной железы (2); после лечения Ukrain в курсовой дозе 50 мг (3).


В опухолевой ткани на фоне введения 100 мг Ukrain сдвиги в концентрации исследованных показателей по своей направленности в целом были сходными с установленными нами для дозы Ukrain 50 мг (см. табл. 5.3). Отчетливое увеличение уровней серусодержащих аминокислот — метионина, цистина, цистеата и таурина свидетельствует о селективном накоплении основного предшественника соединений этой группы опухолью и высокой активности в ней процессов транссульфурирования [112]. Одновременно, назначение препарата, по сравнению с эффектами лучевой терапии, вызывало значительное увеличение концентрации пролина в ткани опухоли молочной железы. Метаболическое действие Ukrain на процессы формирования фонда свободных аминокислот и родственных соединений в опухолевой ткани на фоне увеличения дозы препарата до 200 мг существенно не отличалось от описанной нами картины для 50 и 100 мг (см. табл. 5.3). Очевидно, что в такой ситуации двукратное увеличение дозы препарата с точки зрения его специфического действия на исследуемые показатели является неоправданным и метаболически. Следовательно, выявленное нами отсутствие дозозависимости действия препарата на исследуемые показатели в изученном диапазоне доз 50, 100 и 200 мг/курс, совпадающее с другими специфическими критериями его противоопухолевого действия, позволяет рекомендовать назначение Ukrain в дозе 100 мг в качестве наиболее оптимальной в комбинированном лечении РМЖ.


Практически важным выводом из настоящей работы следует считать установленное нами благоприятное влияние Ukrain на процессы формирования аминокислотного пула в организме больных раком молочной железы, в отличие от описанного в литературе негативного влияния на исследованные показатели других видов специального лечения (химиотерапия, лучевая терапия) [41].


Учитывая данные литературы и полученные нами результаты об эффективном канцеростатическом действии Ukrain, этот препарат можно рассматривать в качестве достаточно эффективного средства коррекции аминокислотного обмена при опухолевом росте, а впервые установленные нами эффекты влияния препарата на фонд свободных аминокислот в опухолевой ткани являются, возможно, компонентами канцеростатического действия Ukrain.


Полученные результаты по исследованию закономерностей формирования аминокислотного фонда в плазме крови и первичной опухоли под влиянием Ukrain при раке молочной железы позволяют в целом заключить, что одним из механизмов канцеростатического действия исследуемого препарата является его регулирующее влияние на процессы транспорта и активности реакций промежуточного обмена аминокислот, а также повышение доступности пролина в ткани опухоли, способствующего усиленному развитию соединительной ткани.

5.2. Рак мочевого пузыря


5.2.1. Внутривенное введение Ukrain

Суммарный фонд аминокислотного пула у больных раком мочевого пузыря, по сравнению со здоровыми лицами, был обогащен примерно на  10% главным образом за счет глутаминовой кислоты (на 468%), этаноламина (310%), аспартата (200%), аланина (44%) и пролина (40%) (табл. 5.4). При этом вклад незаменимых и заменимых аминокислот в отмеченное обогащение фонда практически равноценен. Соотношение кетогенных аминокислот к гликогенным, характеризующее активность процесса глюконеогенеза [113], незначительно увеличилось (см. табл. 5.4).

На фоне указанного повышения суммарного фонда аминокислот отчётливо прослеживалось обеднение пула свободных серусодержащих аминокислот (цистеиновая кислота, цистеин) и были практически неизменными по отношению к плазме крови доноров уровни основных предшественников биосинтеза указанных аминокислот – метионина и серина (см. табл. 5.4).


Судя по уровням субстратов (цитруллин, орнитин, NH3) и продукта цикла мочевинообразования (мочевина) (см. табл. 5.4), активность цикла у больных раком мочевого пузыря практически не изменена. Одновременно выявленный в плазме крови данной группы больных относительно низкий по сравнению с контролем уровень (-аминомасляной кислоты (см. табл. 5.4) свидетельствует о достаточных детоксицирующих резервах печени. Это предположение подтверждается и нормальными уровнями ароматических аминокислот (тирозин, гистидин, фенилаланин) у данных больных [113,202,218], хотя на наличие лизиса гепатоцеллюлярных мембран, вероятно, указывает более чем трехкратное повышение уровня этаноламина [3].


Судя по концентрациям в плазме крови абсолютно незаменимой аминокислоты лизина у обследованных больных раком мочевого пузыря, их нутриентный статус в отношении потребления белковой пищи практически не отличался от показателя у здоровых людей [17].

Таблица 5.4 

Содержание свободных аминокислот и их производных ((М) в плазме крови больных РМП при внутривенном введении Ukrain

	Показатели
	Доноры

n=25

Р1
	До лечения Ukrain

n=27

Р2
	После лечения Ukrain

n=28

Р3

	CA
	15,2±0,8
	8,2 ±1,01
	8,0±1,21

	Tau
	104,8±4,0
	136,4±35,5
	199,8±29,31

	PEA
	324,2±27,1
	369,3±66,6
	268,7±20,6

	Asp
	15,7±1,7
	31,4±4,11
	93,9±43,11

	Thr
	143,8±5,1
	153,2±7,6
	178,8±10,3

	Ser
	163,2±7,8
	160,0±12,1
	198,4±7,12

	Asn
	41,7±1,7
	45,4±4,4
	53,0±3,7

	Glu
	34,0±4,9
	159,6±28,21
	212,1±21,01

	Gln
	1399,0±49,3
	1024±1701
	1047±1101

	Pro
	218,4±22,6
	305,9±14,31
	303,2±13,81

	Gly
	232,8±12,6
	278,2±21,4
	348,0±15,52

	Ala
	393,5±12,7
	567,5±34,51
	576,3±43,61

	Ctr
	73,2±3,0
	46,5±9,1
	41,1±3,8

	(-ABA
	35,1±3,1
	15,2±2,91
	46,0±15,7

	Val
	252,6±10,3
	304,2±12,11
	325,6±15,21

	Cys
	110,5±8,2
	23,4±4,61
	29,8±5,21

	Met
	27,9±1,3
	30,8±5,5
	31,0±4,8

	Ctn
	4,5±2,4
	3,1±1,0
	5,0±1,3

	Ile
	97,6±4,6
	80,0±3,6
	88,6±7,5

	Leu
	188,3±8,9
	154,0±3,6
	175,0±12,7

	Tyr
	100,2±3,4
	113,0±3,0
	122,8±4,6

	Phe
	65,1±5,6
	72,4±4,3
	85,3±8,3

	EA
	74,2±2,6
	229,8±12,81
	250,0±8,61

	NH3
	328,3±74,1
	654,3±134,0
	807,4±121,21

	Orn
	104,0±6,1
	128,7±11,3
	181,6±13,02

	Lys
	190,5±5,5
	223,6±13,2
	221,2±12,5

	His
	106,85±5,01
	93,2±8,1
	106,7±5,9


1 –Р 1/2 < 0,05

2 –Р 2/3 < 0,05


Двухкратное снижение уровня цистеата (см. табл. 5.4) предполагает, вероятно, ингибирование распада метионина, а нормальный уровень последнего обеспечивает его утилизацию в процессах синтеза белка. При этом весьма вероятна активация деградации цистеиновой кислоты до таурина [112]. Активность глюконеогенеза, судя по концентрациям основных гликогенных аминокислот (серин, аланин) [423] и соотношению кетогенных к гликогенным аминокислотам [254], была несколько увеличена. Исходя из абсолютных величин концентраций аспарагиновой и глутаминовой кислот (см. табл. 5.4), активность процессов переаминирования [23] также имела тенденцию к росту.


Относительно стабильной оставалась концентрация аминокислот с разветвленной углеводородной цепью (изолейцин, лейцин и валин) (табл. 5.4).

Таким образом, выявленная нами у больных с поверхностным раком мочевого пузыря дисаминоацидемия характеризуется умеренным обогащением суммарного пула свободных аминокислот и их производных, что предполагает активацию промежуточного обмена этих соединений. На правомочность такого предположения указывает также изменение соотношения кетогенные/гликогенные аминокислоты, дисбаланс серусодержащих аминокислот (см. табл. 5.4).

Основываясь на абсолютных значениях исследованных показателей, можно также предположить некоторую активацию процессов протеолиза, которая подтверждается выраженной тенденцией к увеличению суммарного фонда незаменимых аминокислот. 


Функциональное состояние печени у больных раком мочевого пузыря, судя по уровню маркёрных для её поражения аминокислот (аспарагиновая, глутаминовая, (-аминомасляная кислоты, ароматические и аминокислоты с разветвленной углеводородной цепью) и их дериватов (этаноламин, мочевина), находится в стадии компенсации [95].


Таким образом, изменения в спектре исследованных показателей дают нам основания предполагать, что воздействие опухолевого процесса в начальных его стадиях на азотистый обмен, процессы биосинтеза и деградации белка, а также активность основных метаболических потоков (цикл Кребса, глюконеогенез) у больных раком мочевого пузыря относительно невелико. В такой относительно благоприятной метаболической ситуации, не требующей серьёзных энергетических и пластических затрат для ее коррекции, в том числе – использования аминозолей, вполне логично, по нашему замыслу, применение Ukrain, которому в значительной мере присущи свойства препарата метаболической терапии.


Оказалось, что системное использование нами Ukrain у данной категории больных, в отличие от традиционных методов лечения, не вызывало отрицательного действия на спектр исследованных показателей (см. табл. 5.4). Более того, на фоне практически не изменившихся уровней цистеиновой кислоты, метионина, увеличившейся концентрации серина и снижения уровня цистеина, Ukrain индуцировал повышение в плазме крови больных в 1,5 раза концентрации антиоксиданта и гепатопротектора таурина [95,112]. Это однозначно свидетельствует об активации препаратом процессов оксидоредукции, которые в значительной степени регламентированы метаболическими превращениями серусодержащих соединений [34].


Результаты представленного исследования спектра свободных аминокислот и метаболически или функционально связанных с ними родственных соединений свидетельствуют об активации под действием Ukrain процессов глюконеогенеза в печени больных раком мочевого пузыря (изменение концентраций серина, аланина), что может рассматриваться в качестве благоприятного признака обсуждаемой метаболической ситуации. 


Об отсутствии негативного влияния препарата на функциональное состояние печени свидетельствует также значительно увеличившийся (см. табл. 5.4) уровень орнитина – ключевого субстрата, лимитирующего функционирование цикла мочевинообразования в печени [218].


Нутриентный статус больных при этом оставался относительно стабильным, на что указывает близкие к нормальным величинам уровни большинства незаменимых аминокислот, в первую очередь, абсолютно незаменимого лизина (см. табл. 5.4) [202,301].


Кроме того, из полученных нами результатов очевидно, что Ukrain, кроме общеметаболического нормализующего действия на аминокислотный пул плазмы крови больных, оказывал специфическое регуляторное воздействие на уровни свободных аминокислот в опухолевой ткани (табл. 5.5). 


Исследованные нами биоптаты неизмененной ткани мочевого пузыря содержат практически полный спектр свободных аминокислот и родственных соединений (табл. 5.5), характерных в целом для тканей млекопитающих [113,202,218,301]. В ряду характерных особенностей аминокислотного фонда указанных биоптатов следует, однако, отметить, что он представлен относительно высокими концентрациями глутаминовой кислоты, глицина, таурина, аланина и глутамина (см. табл. 5.5).


Кроме того, как видно из представленных в таблице данных, в нормальной ткани мочевого пузыря, по сравнению с другими тканями [113], содержится сравнительно мало цистеиновой кислоты, цитруллина, орнитина и гистидина. Представленная нами характеристика аминокислотного пула неизменённой ткани мочевого пузыря указывает на органоспецифичность превращений исследованных соединений и предполагает возможность направленного воздействия на их метаболизм in situ.


Как показали наши исследования (см. табл. 5.5), Ukrain индуцировал в нормальной ткани мочевого пузыря практически трёхкратное повышение концентраций серусодержащих аминокислот (цистеиновая кислота, таурин), дериватов этого класса соединений – структурных компонентов гепатоцеллюлярных мембран (фосфоэтаноламин), субстратов мочевинообразования (цитруллин) и уровней ключевых субстратов реакций переаминирования (глутаминовая и аспарагиновая кислоты) [113,202,218,301].

Для опухолевой ткани мочевого пузыря до лечения Ukrain, в отличие от здоровой, характерно значительно более высокое содержание практически всех исследованных нами соединений, а уровни фосфоэтаноламина, аспарагиновой и глутаминовой кислот, треонина и аланина превышали значения, опредёлённые в неизменённых биоптатах, в 2-3 раза (см. табл. 5.5). 

Таблица 5.5

Содержание свободных аминокислот и их производных в тканях при РМП после внутривенного применения Ukrain, (моль/г

	Показатели
	нормальная ткань
	опухолевая ткань

	
	Контроль

n=25

Р1
	Ukrain

n=28

Р2
	Контроль

n=25

Р1
	Ukrain

n=27

Р2

	CA
	0,09±0,01
	0,25±0,051
	0,09±0,02
	0,16±0,05

	Tau
	3,99±0,26
	7,95±1,311
	5,19±0,86
	4,00±0,8

	PEA
	0,61±0,05
	1,47±0,261
	1,72±0,40
	1,23±0,32

	Asp
	0,84±0,06
	1,39±0,151
	2,84±0,52
	1,94±0,46

	Thr
	0,46±0,05
	0,57±0,17
	1,06±0,091
	0,79±0,28

	Ser
	0,89±0,11
	1,01±0,19
	1,84±0,15
	1,18±0,43

	Glu
	3,50±0,21
	5,92±0,821
	6,70±0,94
	5,34±1,38

	Gln
	1,66±0,11
	1,88±0,16
	3,65±0,75
	1,05±0,121

	Pro
	0,32±0,06
	0,46±0,11
	0,43±0,09
	1,12±0,061

	Gly
	2,24±0,18
	3,58±0,79
	3,38±0,36
	2,84±0,84

	Ala
	0,84±0,07
	1,35±0,31
	2,52±0,25
	2,41±0,84

	(-ABA 
	0,06±0,03
	0,05±0,01
	0,07±0,02
	0,06±0,02

	Ctr 
	0,03±0,01
	0,09±0,011
	0,21±0,04
	0,19±0,06

	Val
	0,60±0,08
	0,62±0,08
	0,98±0,11
	0,66±0,19

	Cys
	0,21±0,04
	0,12±0,02
	0,11±0,02
	0,12±0,02

	Met
	0,21±0,03
	0,27±0,05
	0,30±0,03
	0,14±0,031

	Ctn
	0,02±0,01
	0,06±0,011
	0,02±0,01
	0,02±0,01

	Ile
	0,23±0,02
	0,27±0,03
	0,37±0,06
	0,22±0,05

	Leu
	0,49±0,07
	0,58±0,10
	1,24±0,10
	0,71±0,201

	Tyr
	0,32±0,05
	0,54±0,031
	0,82±0,10
	0,37±0,041

	Phe
	0,22±0,04
	0,33±0,04
	0,68±0,07
	0,23±0,061

	EA
	0,56±0,11
	0,58±0,09
	1,09±0,10
	1,21±0,40

	NH3
	8,67±2,86
	5,42±1,04
	9,28±1,35
	8,08±1,84

	Orn
	0,16±0,03
	0,18±0,05
	0,12±0,02
	0,11±0,03

	Lys
	0,82±0,12
	0,95±0,21
	1,59±0,26
	1,27±0,39

	His
	0,22±0,04
	0,23±0,04
	0,38±0,05
	0,29±0,09


1 –Р < 0,05 по отношению к контролю


Представленные нами характеристики аминокислотных фондов здоровой и опухолевой тканей, несомненно, указывают на сравнительно более высокую обменную активность в последней по ряду основных метаболических потоков (протеолиз, глюконеогенез, цикл лимонной кислоты). 


Из этого следует и другой практически важный вывод: наличие достаточного количества субстратов для связывания с транспортными РНК и образования аминоациладенилатов свободных аминокислот в опухолевой ткани создает благоприятную метаболическую ситуацию для активного биосинтеза белка de novo, а, следовательно, способствующую прогрессированию опухолевого роста [51].


После воздействия Ukrain в опухолевой ткани значительно снизились уровни глутамина, метионина, лейцина и ароматических аминокислот (см. табл. 5.5). Обеднение фонда метионина может быть обусловлено его усиленным использованием в реакциях транссульфурирования [112]. На это указывает относительное увеличение концентрации цистеиновой кислоты и цистатионина (см. табл. 5.5). Одновременное уменьшение концентрации ароматических аминокислот (фенилаланина и тирозина) (см. табл. 5.5), предполагает их активную утилизацию до биогенных аминов [95]


Однако, наиболее примечательные, по нашему мнению, результаты получены при сравнении спектра исследуемых показателей в ткани опухоли и окружающей её здоровой ткани. Так, очевидно, что применение препарата вызвало обогащение фонда свободных аминокислот и их дериватов в неизменённой ткани мочевого пузыря. Однако, в ткани опухоли после назначения Ukrain значительно (на 30-50%) снижались концентрации глутамина и лейцина (см. табл. 5.5), которые непосредственно участвуют в процессах, регламентирующих лимитирующие стадии опухолевого роста [34,98].


Известно, что опухоль является “ловушкой” аминокислот, которые активно транспортируются из окружающих тканей [23], включая в первую очередь L-глутамин, который необходим для синтеза de novo азотистых оснований, обеспечивающих процесс деления её клеток в G-фазе. Антиметаболиты L-глутамина поэтому являются естественными противоопухолевыми факторами и само снижение концентрации амида глутаминовой кислоты в опухоли является признаком торможения её роста [9,98]. 


С другой стороны, показано, что L-лейцин в концентрациях, сравнимых с эндогенными, активирует клеточный и гуморальный иммунитет, одновременно проявляет свойства активатора процессов биосинтеза белка при назначении его в фармакологически активных дозах, а дефицит этой аминокислоты in situ сопровождается угнетением синтеза белка de novo [7].


Тем самым, сочетанное снижение уровней глутамина и лейцина в ткани опухоли является специфическим признаком противоопухолевого эффекта Ukrain и предполагает его канцеростатическое действие на уровне регуляции процессов формирования аминокислотного фонда в опухоли. Увеличение концентраций свободных аминокислот в окружающей опухоль здоровой ткани (табл. 5) позволяет заключить, что Ukrain препятствует активному транспорту этих соединений в ткань опухоли, в результате чего ингибируется активность ряда важнейших метаболических процессов (биосинтез белка и высокоактивных биологических субстанций, глюконеогенез, энергопродукция). 


Таким образом, результаты исследования закономерностей формирования аминокислотного фонда в первичной опухоли при раке мочевого пузыря позволяют в целом заключить, что одним из механизмов канцеростатического действия Ukrain является регуляция транспорта и важнейших реакций промежуточного обмена аминокислот, определяющих активность процессов злокачественного роста. Препарат, очевидно, оказывает антиоксидантное и мембранотропное действие, что предполагает возможность его прямого трансмембранного переноса в цитоплазму.


5.2.2. Сочетанное (внутривенное и внутрипузырное) применение препарата


Как доказано нами в экспериментальных исследованиях (гл. 3), и продемонстрировано в клинических наблюдениях при внутривенном введении Ukrain (гл. 5.2.1), препарат отличается высоким сродством к опухолевой ткани, быстро (через 15 мин) и избирательно накапливается в опухоли и почках при парентеральном введении путём активного транспорта или облегчённой диффузии, а его элиминация из плазмы крови осуществляется почками в практически неизменённом виде (гл. 3.2). 


Возможность прямой диффузии по градиенту концентрации или облегчённого, опосредованного переносчиками, активного транспорта препарата в цитоплазму неизменённых и опухолевых клеток тканей мочевого пузыря подтверждается также анализом процессов формирования аминокислотного фонда при внутривенном введении препарата на фоне рака мочевого пузыря (см.5.2.1)


Поэтому для дальнейших исследований нами выбрана поверхностная локализация злокачественного процесса в мочевом пузыре, когда представляется уникальная возможность сочетанного применения препарата в неоадъювантном режиме в виде системной химиотерапии двумя способами введения — парентеральным и путём внутрипузырных инстилляций. Сочетание указанных способов назначения Ukrain, по нашему замыслу, должно было обеспечить его высокую терапевтическую эффективность.


Как было продемонстрировано нами выше, (5.2.1) при парентеральном способе назначения препарата одним из вероятных механизмов канцеростатического действия Ukrain является регуляция процессов транспорта и реакций промежуточного обмена аминокислот в первичной опухоли и организме хозяина, определяющих активность злокачественного роста.


Исходя из вышеизложенного, мы назначали Ukrain в неоадъювантном режиме в виде системной химиотерапии, сочетанно: внутривенно по 10 мг через день в течение 20 дней, а также путём внутрипузырных инстилляций по 5 мг через день в течение 10 дней (суммарно на курс 150 мг).


На фоне такой схемы и способов введения препарата в плазме крови исследуемой группы больных раком мочевого пузыря по сравнению с практически здоровыми донорами (табл. 5.6) было значительно повышено содержание практически всех свободных аминокислот и их производных, за исключением L-глутамина — предшественника эндогенных низкомолекулярных противоопухолевых полипептидов и естественного противоопухолевого фактора [98], а также мочевины, уровни которых снижались, что предполагает ингибирование процессов утилизации азота аминокислот при исследуемой патологии [95].

Таблица 5.6

Содержание свободных аминокислот и их производных ((М) в плазме крови больных РМП на фоне сочетанного введения Ukrain
	Показатели
	Доноры

n=25 Р1
	До лечения Ukrain
n=24 Р2
	После лечения Ukrain
n=23 Р3

	CA
	15,2±0,8
	8,8±1,51
	18,1±3,4

	Tau
	104,8±4,0
	147,2±23,3
	136,3±18,1

	PEA
	324,2±27,1
	351,3±26,4
	202,3±28,41,2

	Asp
	15,7±1,7
	27,9±5,91
	21,9±8,8

	Thr
	143,8±5,1
	193,3±14,1
	202,0±33,51

	Ser
	163,2±7,8
	318,8±69,21
	217,7±23,1

	Asn
	41,7±1,7
	50,4±7,2
	56,1±4,3

	Glu
	34,0±4,9
	134,8±22,01
	72,2±20,81,2

	Gln
	1399,0±49,3
	1679±98
	1080±472

	Pro
	218,4±22,6
	277,1±67,0
	307,1±12,11

	Gly
	232,8±12,6
	368,9±13,81
	400,6±65,7

	Ala
	393,5±12,7
	659.8±34,31
	219,7±16,02

	Ctr
	73,2±3,0
	52,3±8,9
	42,7±6,82

	(-ABA
	35,1±3,1
	23,1±2,561
	68,6±24,21

	Val
	252,6±10,3
	606,6±21,91
	472,3±84,71

	Cys
	110,5±8,2
	48,67±4,411
	120,7±6,42

	Met
	27,9±1,3
	30,3±4,3
	57,2±3,7

	Ctn
	4,5±2,4
	5,0±1,0
	4,2±1,3

	Ile
	97,6±4,6
	142,3±10,81
	109,4±17,9

	Leu
	188,3±8,9
	623,5±28,51
	298,4±25.92

	Tyr
	100,2±3,4
	168,1±13,2
	112,4±45,3

	Phe
	65,1±5,6
	79,8±11,01
	75,5±14,12

	EA
	74,2±2,6
	275,7±18,71
	229,2±23,21

	NH3
	328,3±74,1
	807,9±63,41
	514.7±50.11,2

	Orn
	104,0±6,1
	202,7±18,91
	324,1±89,01,2

	Lys
	190,5±5,5
	314,6±71,61
	305,9±43,2

	His
	106,85±5,01
	109,7±9,5
	98,3±13,0


1 –Р 1/2 < 0,05; 2 –Р 2/3 < 0,05


В целом характеристика спектра исследуемых соединений в данной группе больных раком мочевого пузыря практически не отличалась от описанной нами при внутривенном введении препарата (см. табл. 5.5). Примечательно, что сочетанное назначение Ukrain, как уже продемонстрировано нами для других локализаций и режимов его введения (молочная железа, простата, парентеральное назначение при раке мочевого пузыря) индуцировало ликвидацию аминокислотного дисбаланса в плазме крови и у данной категории больных, значительно приближая уровни исследуемых соединений к нормальным значениям.


Сходная описанной нами на фоне парентерального введения препарата больных раком мочевого пузыря метаболическая ситуация при его сочетанном назначении складывается и при сравнении спектра исследуемых показателей в ткани опухоли и окружающей её здоровой ткани. Так, применение Ukrain вызывало обогащение фонда свободных аминокислот и их дериватов в неизменённой ткани мочевого пузыря. При этом в ткани опухоли после сочетанного назначения, подобно внутривенному введению препарата, изменялись уровни заменимых и ароматических аминокислот и, что особенно обращает внимание, — снижались концентрации глутамина и лейцина (табл. 5.7).


Таким образом, полученные результаты по исследованию закономерностей формирования аминокислотного фонда в плазме крови и первичной опухоли при раке мочевого пузыря на фоне сочетанного назначения препарата подтверждают выдвинутое нами предположение, что одним из механизмов его канцеростатического действия является регуляция транспорта и реакций промежуточного обмена свободных аминокислот, а также азотистого метаболизма в целом, которые определяют активность процессов злокачественного роста [23,29,221].


При этом проведенный нами сравнительный количественный анализ спектра свободных аминокислот и их дериватов в плазме крови и тканях (опухолевой и здоровой) больных раком мочевого пузыря не выявил существенных различий в исследуемых параметрах между группой больных, получавших Ukrain путем внутривенных инъекций и группой с его сочетанным (внутривенным и внутрипузырным) применением. Таким образом, возможное усиление противоопухолевого эффекта препарата при его сочетанном применении не сопровождается более выраженным его влиянием на аминокислотный фонд плазмы крови и опухолевой ткани, что, вероятно, связано с введением внутрипузырно относительно небольшой дозы препарата и, следовательно, низкой возможностью диффузии Ukrain по градиенту концентрации в стенку мочевого пузыря, в том числе и в опухолевую ткань.

Таблица 5.7

Содержание свободных аминокислот и их производных в тканях при раке мочевого пузыря при сочетанном применении Ukrain, (моль/г

	Показатели
	нормальная ткань
	опухолевая ткань

	
	Контроль

n=25

Р1
	Ukrain

n=23

Р2
	Контроль

n=25

Р1
	Ukrain

n=24

Р2

	CA
	0,09±0,01
	0,31±0,031
	0,09±0,02
	0,19±0,05

	Tau
	3,99±0,26
	8,15±1,221
	5,19±0,86
	4,30±0,80

	PEA
	0,61±0,05
	1,54±0,211
	1,72±0,40
	1,43±0,38

	Asp
	0,84±0,06
	1,54±0,191
	2,84±0,52
	2,13±0,44

	Thr
	0,46±0,05
	0,50±0,10
	1,06±0,091
	0,87±0,26

	Ser
	0,89±0,11
	1,24±0,23
	1,84±0,15
	1,26±0,52

	Glu
	3,50±0,21
	6,14±0,741
	6,70±0,94
	5,07±1,65

	Gln
	1,66±0,11
	2,17±0,23
	3,65±0,75
	1,12±0,091

	Pro
	0,32±0,06
	0,46±0,13
	0,43±0,09
	0,97±0,071

	Gly
	2,24±0,18
	3,46±1,05
	3,38±0,36
	2,93±0,96

	Ala
	0,84±0,07
	1,74±0,42
	2,52±0,25
	2,56±0,75

	(-ABA 
	0,06±0,03
	0,07±0,01
	0,07±0,02
	0,09±0,03

	Ctr 
	0,03±0,01
	0,11±0,011
	0,21±0,04
	0,30±0,07

	Val
	0,60±0,08
	0,71±0,08
	0,98±0,11
	0,75±0,21

	Cys
	0,21±0,04
	0,13±0,03
	0,11±0,02
	0,14±0,03

	Met
	0,21±0,03
	0,28±0,06
	0,30±0,03
	0,12±0,021

	Ctn
	0,02±0,01
	0,08±0,04
	0,02±0,01
	0,03±0,01

	Ile
	0,23±0,02
	0,30±0,02
	0,37±0,06
	0,27±0,06

	Leu
	0,49±0,07
	0,62±0,13
	1,24±0,10
	0,59±0,221

	Tyr
	0,32±0,05
	0,63±0,021
	0,82±0,10
	0,33±0,031

	Phe
	0,22±0,04
	0,30±0,03
	0,68±0,07
	0,20±0,051

	EA
	0,56±0,11
	0,55±0,09
	1,09±0,10
	1,30±0,41

	NH3
	8,67±2,86
	5,67±1,11
	9,28±1,35
	9,00±1,79

	Orn
	0,16±0,03
	0,20±0,06
	0,12±0,02
	0,18±0,03

	Lys
	0,82±0,12
	1,16±0,27
	1,59±0,26
	1,33±0,41

	His
	0,22±0,04
	0,27±0,05
	0,38±0,05
	0,34±0,08


1 –Р 1/2 < 0,05

5.3. Рак предстательной железы


Суммарный пул свободных аминокислот и родственных соединений в плазме крови больных раком простаты при поступлении в клинику практически не отличался от аналогичных показателей у доноров (табл. 5.8), что предполагает сопоставимый нутриентный и метаболический статус у сравниваемых групп.

Таблица 5.8

Содержание свободных аминокислот и их производных ((М) в плазме крови при РПЖ

	Показатели
	Доноры

n=25

Р1
	До лечения Ukrain
n=20

Р2
	После лечения Ukrain
n=19

Р3

	CA
	9,496±0,376
	17,84±2,971
	16,38±5,371

	Tau
	170,28±7,51
	115,9±23,71
	206,7±36,1

	PEA
	522,4±29,8
	586±165
	548±212

	Asp
	27,37±1,59
	33,56±2,62
	49,57±5,531,2

	Thr
	140,73±7,29
	137,81±6,42
	169,6±13,5

	Ser
	165,62±9,14
	165,14±4,83
	187,8±13,2

	Asn
	76,09±5,08
	72,3±12,0
	86,63±5,48

	Glu
	72,70±4,32
	74,15±8,21
	95,2±17,6

	Gln
	1570,3±71,8
	892,8±32,21
	876±1151

	Pro
	178,5±13,4
	223,1±61,1
	167,7±40,2

	Gly
	303,2±16,3
	320,9±14,3
	363,6±45,5

	Ala
	523,5±25,6
	792,0±14,21
	849,0±56,31

	Ctr
	Следы
	64,77±9,66
	76,5±13,1

	(-ABA
	27,03±1,95
	38,43±4,711
	51,58±9,761

	Val
	241,9±15,6
	290,2±24,3
	316,4±20,7

	Cys
	79,73±4,25
	103,2±20,0
	181,6±12,21,.2

	Met
	29,29±3,05
	48,7±10,51
	41,64±8,13

	Ctn
	4,535±0,332
	1,32±0,301
	2,39±1,08

	Ile
	77,73±8,35
	84,2±7,1
	119,13±5,981,2

	Leu
	129,8±12,7
	141,1±16,7
	215,1±16,01.2

	Tyr
	80,71±5,75
	88,5±10,3
	120,5±12,01

	Phe
	80,03±5,02
	79,73±2,62
	101,98±9,66

	EA
	60,92±2,64
	36,40±3,161
	42,6±14,51

	NH3
	647,1±33,3
	1105±3191
	1065±1181

	Orn
	129,98±5,87
	142,00±2,84
	135,2±26,0

	Lys
	171,82±7,08
	223,82±9,041
	267,7±38,91

	His
	108,3±14,6
	92,73±2,69
	84,2±14,3


1 –Р 1/2 < 0,05; 2 –Р 2/3 < 0,05


Однако при этом отчётливо прослеживаются изменения в концентрациях отдельных компонентов аминокислотного пула. Так, в плазме крови данной группы больных в 1,5-2 раза увеличено содержание метионина и цистеиновой кислоты на фоне одновременного и сопоставимого в молярном соотношении снижения концентраций продуктов их метаболических превращений – цистатионина и таурина (см. табл. 5.8). Указанные изменения свидетельствуют об ингибировании у больных раком простаты активности реакций синтеза серусодержащих аминокислот, метаболизм которых особенно активно происходит в гепатоцитах [95], что предполагает снижение активности процессов оксидо–редукции в печени [112]. При этом концентрация в плазме крови указанных больных (-аминобутирата, маркёра гепатотоксических эффектов целого ряда чужеродных соединений [95,112], значительно превышает нормальные значения (см. табл. 5.8), что также подтверждает угнетение процессов детоксикации.


Угнетение антитоксической функции печени на фоне рака простаты подтверждается и обнаруженным нами по сравнению с практически здоровыми донорами повышением в плазме крови больных уровней NH3 и аланина – продуктов утилизации NH2-групп L-аминокислот и субстратов реакций трансаминирования с участием пировиноградной кислоты [28].


Кроме того, обращает на себя внимание двукратное снижение по отношению к донорам в плазме крови больных уровня глутамина. Аналогичное отличие было отмечено нами и в плазме крови больных раком мочевого пузыря, что подтверждает специфичность снижения уровня этого соединения для злокачественного роста указанных локализаций. Подтверждается это и относительно неизменённым при этом уровнем глутаминовой кислоты – важнейшего предшественника глутамина в глутаминсинтетазной реакции и продукта его деградации в глутаминазной реакции [215]. По-видимому, глутамин активно захватывается опухолью в качестве необходимого субстрата для ее собственного роста. Последнее предположение подтверждается и недавно опубликованными нами данными [98].

На относительную стабильность процессов глюконеогенеза и компенсированное состояние процессов детоксикации в печени больных раком простаты указывают также относительно стабильные уровни ароматических аминокислот и аминокислот с разветвленной углеводородной цепью. Доказывается это и несколько сниженным уровнем этаноламина (см. табл. 5.8).


Обращает на себя внимание 30% повышение уровня свободного лизина, очевидно, являющееся следствием некоторой активации протеолиза [51,113].


Таким образом, изменения в спектре исследуемых показателей при раке простаты в сравнении с другими исследованными нами локализациями злокачественного процесса были менее выражены, относительно специфичны для данной локализации и поэтому могут, как и при других локализациях, иметь определённую диагностическую и прогностическую ценность и быть информативными при условия включения их в комплекс показателей, входящих в прогностические программы.


Внутривенное введение исследуемого нами препарата в суммарной курсовой дозе 100 мг/кг больным в качестве монотерапии первичного рака простаты индуцировало полную нормализацию в плазме крови концентрации основного метаболита свободных серусодержащих аминокислот таурина – соединения с доказанными антиоксидантными и гепатопротекторными свойствами, практически в 2 раза увеличивая уровень основного резерва серусодержащих соединений в организме – цистеина [112] (см. табл. 5.8). При этом концентрация предшественника биосинтеза цистеина в цепи реакций транссульфури-рования, цистатионина [113], имеет выраженную тенденцию к нормализации (см. табл. 5.8).


К положительным метаболическим и регуляторным эффектам препарата при исследуемой патологии следует отнести также повышение по сравнению с показателями при поступлении больных в стационар концентрации аспарагиновой кислоты, а также тенденцию к увеличению уровней незаменимых аминокислот – важнейших нутриентных факторов (треонина, валина, изолейцина, лейцина, лизина) (см. табл. 5.8).


Требует дальнейших исследований причина повышения концентрации в плазме крови больных, получавших препарат, уровней тирозина и фенилаланина, "претендующих" по последним данным на роль маркёров злокачественного роста у онкоурологических больных [66], хотя оно было достоверным только по отношению к донорам. Особого внимания заслуживает также вызванное применением препарата увеличение содержания свободного лейцина в плазме крови больных, получавших препарат (см. табл. 5.8). Так, c одной стороны, существует более чем достаточно доказательств гепатопротекторного действия лейцина [95], с другой, литературные и собственные данные свидетельствуют о иммуномодуляторных и регуляторных эффектах этой аминокислоты, особенно отчётливо проявляющихся на фоне злокачественного роста [7]. В обоих случаях повышение его концентрации следует рассматривать в качестве положительного эффекта Ukrain на процессы формирования аминокислотного фонда. При этом уровень уже обсуждаемого выше глутамина оставался как и при поступлении больных, сниженным, что предполагает относительную стабилизацию препаратом опухолевого роста.


Таким образом, в действии препарата на процессы формирования фонда свободных аминокислот и их производных в плазме крови больных раком простаты отчётливо прослеживается общеметаболическое нормализующее действие, реализующееся на уровне влияния на активность важнейших реакций аминокислотного обмена и окислительно-восстановительных процессов, а также регуляторное влияние препарата на активность злокачественного роста (изменение содержания глутамина) и состояния иммунной системы, осуществляемое на уровне регуляции концентрации аминокислот – иммунорегуляторов (лейцин).


Одновременно сходные по направленности и, вероятно, механизму действия, в спектре исследуемых показателей сдвиги были обнаружены нами в плазме крови при другой локализации неопластического процесса, в мочевом пузыре (см. 5.2), что предполагает общую закономерность и специфичность действия препарата на интересующие нас показатели при злокачественном росте.


Суммируя результаты, представленные в гл.5, следует отметить:


Больные раком молочной железы при поступлении характеризуются гипоаминоацидемией, которая формируется за счёт снижения содержания ряда гликогенных аминокислот (аспарагиновой, аспарагина, серина), обеднения фонда основных серусодержащих аминокислот, аминокислот с разветвленной углеводородной цепью и гепатопротекторными и иммуномодулирующими эффектами (цистеина, цистеиновой кислоты, таурина, лейцина, валина, изолейцина), а также ароматических аминокислот (фенилаланина и тирозина). Перечисленные изменения могут быть обусловлены угнетением процессов оксидоредукции при злокачественном росте с одновременной активацией утилизации АРУЦ для синтеза белка de novo в опухоли, а также свидетельствовать об интенсивном использовании свободных аминокислот опухолью, ингибировании глюконеогенеза и функционирования глюкозо-аланинового цикла, снижении активности реакций деградации серусодержащих аминокислот и окислительно-восстановительных процессов и нарушении процессов транспорта и поступления аминокислот в ткани, а также о снижении активности цикла мочевинообразования.

В этой стадии опухолевого процесса нами не наблюдалось катаболической реакции и свойственной для нее гипераминоацидемии. 


После предоперационной подготовки больных контрольных групп выявленные сдвиги в фонде свободных аминокислот в основном сохранялись, что свидетельствует о сравнительно низкой эффективности проводимой терапии в отношении коррекции аминокислотного дисбаланса. 


В раннем послеоперационном периоде (7-10 сутки) у больных РМЖ значительно уменьшается концентрация таурина и имеется тенденция к снижению уровня цистеиновой кислоты, что свидетельствует об ингибировании распада серусодержащих соединений, уровень которых изначально был снижен у данных больных. При этом концентрации большинства исследованных соединений практически не отличались от таковых при поступлении или перед операцией. 


Таким образом, хирургическое удаление первичной опухоли не устраняет индуцированный ею аминокислотный дисбаланс, что подтверждает выше выдвинутое нами предположение о целесообразности адекватной (направленной) коррекции процессов формирования аминокислотного фонда и обосновывает применение для этого исследуемого препарата.


У больных, у которых оперативному вмешательству предшествовало лучевое воздействие в режиме гипофракционирования дозы, предоперационная лучевая терапия практически не оказывала влияния на спектр исследованных показателей в плазме крови больных в сравнении с исходными. На 7-10 сутки после оперативного вмешательства, в сравнении с уровнями при поступлении в стационар, направленность сдвигов в уровнях свободных аминокислот и их производных у больных обеих контрольных групп была практически одинаковой.


Таким образом, для рака молочной железы характерны значительные нарушения формирования фонда гликогенных аминокислот, что может рассматриваться в качестве универсального механизма действия опухоли на промежуточный обмен аминокислот.

Избранный нами режим лучевой терапии, с точки зрения его влияния на данные показатели, является достаточно щадящим для организма пациенток и в то же время оказывает значимое канцерицидное действие на опухолевую ткань молочной железы, хотя и не сопровождается выраженной тенденцией к нормализации исследуемых показателей. 


Ukrain при его назначении больным РМЖ в режиме неоадъювантной терапии в курсовой дозе 50 мг индуцировал обогащение суммарного пула свободных серусодержащих аминокислот и их производных в плазме крови, в значительной мере обусловленное возросшей концентрацией таурина; относительное увеличение содержания глутамина – акцептора свободного аммиака, косвенно свидетельствующее об улучшении антитоксической функции печени, а также снижение концентрации аланина. 


Благоприятное с позиций ситуации “метаболического комфорта” [117] действие Ukrain на процессы формирования фонда свободных аминокислот и их производных особенно отчётливо проявляется в послеоперационном периоде.


Назначение Ukrain в курсовой дозе 100 мг оказывало сходное с действием курсовой дозы 50 мг влияние на спектр аминокислот и вызывал относительную нормализацию пула исследуемых нами соединений в плазме крови, в особенности выраженную по фонду серусодержащих аминокислот (цистин) и их производных (таурин). Перечисленные сдвиги следует отнести к адаптогенным эффектам препарата, связанным с поддержанием стабильности биологических структур. В группе больных, получавших Ukrain в дозе 200 мг/курс, препарат, кроме уже указанных изменений, индуцировал в плазме крови снижение уровня фосфоэтаноламина, что сопровождалось повышением после операции уровней метаболически связанных с ним этаноламина и глицина. 


В плазме больных РМЖ, получавших Ukrain во всех исследованных дозах, зарегистрировано двухкратное увеличение концентрации свободного пролина. Гидролиз эндогенных белков и пролинсодержащих полипептидов в опухоли при назначении препарата может рассматриваться в качестве наиболее вероятного механизма действия препарата.


Уровни большинства свободных аминокислот и их производных в опухолевой ткани во всех группах больных РМЖ по сравнению со здоровой тканью молочной железы были значительно выше: фонд apoмaтичecкиx (тирозин, гистидин) аминокислот – в среднем в 3 раза, а концентрации серусодержащих (цистеат, таурин) и гликогенных (аспартат, пролин, глицин, аланин, валин) – соответственно в – в 5 и 2 раза, что согласуется с представлением об опухолевой ткани как "ловушке" многочисленных энергетических и пластических субстратов.


Предоперационная лучевая терапия увеличивает содержание свободных аминокислот в опухолевой ткани на 20,2% в значительной степени за счёт глутаминовой кислоты и аммиака, что, вероятно, связано с активацией процессов протеолиза в опухолевой ткани, а также вызывает обеднение фонда свободного цистеина и таурина. Облучение также индуцировало уменьшение концентрации свободного пролина в ткани опухоли, что может указывать на снижение в ней процессов коллагенообразования. Картина изменений аминокислотного фонда в опухолевой ткани под действием ионизирующего излучения создает предпосылки для усиления катаболических процессов и, тем самым, активного распада опухоли.


Неоадъювантное применение Ukrain в курсовой дозе 50 мг вызывало обогащение фонда свободных аминокислот в опухолевой ткани примерно на 25% в основном за счет гликогенных и ароматических аминокислот, значительное увеличение в ткани опухоли уровня пролина. 


В ткани опухоли по сравнению с нормальной тканью молочной железы было практически на порядок выше содержание фосфоэтаноламина, которое повышалось на фоне применения Ukrain, что можно расценивать как один из компонентов механизма канцеростатического действия препарата.


Выявленное нами отсутствие дозозависимости действия препарата на исследуемые показатели в изученном диапазоне доз 50, 100 и 200 мг/курс, совпадающее с другими специфическими критериями его противоопухолевого действия, позволяет рекомендовать назначение Ukrain в дозе 100 мг в качестве наиболее оптимальной в комбинированном лечении РМЖ.


Таким образом, Ukrain оказывает благоприятное влияние на процессы формирования аминокислотного пула в организме больных раком молочной железы, в отличие от описанного в литературе негативного влияния на исследованные показатели других видов специального лечения (химиотерапия, лучевая терапия).


У больных с поверхностным раком мочевого пузыря наблюдается дисаминоацидемия, которая характеризуется умеренным обогащением суммарного пула свободных аминокислот и их производных, увеличением соотношения кетогенные/гликогенные аминокислоты, обеднением пула серусодержащих аминокислот, что предполагает активацию промежуточного обмена этих соединений. 


При внутривенном применении Ukrain у больных раком мочевого пузыря происходит активация процессов глюконеогенеза в печени (изменение концентраций серина, аланина), что может рассматриваться в качестве благоприятного метаболического эффекта. 


При этом наблюдалось снижение уровней глутамина и лейцина в ткани опухоли, что может рассматриваться как специфический признак противоопухолевого эффекта Ukrain и предполагает его канцеростатическое действие на уровне регуляции процессов формирования аминокислотного фонда в опухоли. Концентрации ряда свободных аминокислот в окружающей опухоль здоровой ткани увеличивались, что позволяет заключить, что Ukrain препятствует активному транспорту этих соединений в ткань опухоли, в результате чего ингибируется активность ряда важнейших метаболических процессов (биосинтез белка и высокоактивных биологических субстанций, глюконеогенез, энергопродукция). 


Внутривенное и сочетанное (внутривенное и внутрипузырное) курсовое введение Ukrain больным поверхностной формой рака мочевого пузыря оказывает однонаправленное влияние на спектр свободных аминокислот и их производных в плазме крови, нормальной ткани слизистой мочевого пузыря и опухолевой ткани. Это, вероятно, связано с введением внутрипузырно относительно небольшой дозы препарата.


Ukrain при его внутривенном введении в курсовой дозе 100 мг в режиме монотерапии при раке предстательной железы оказывал нормализующее действие на процессы формирования фонда свободных аминокислот и их производных в плазме крови, реализующееся на уровне влияния на активность важнейших реакций аминокислотного обмена и окислительно-восстановительных процессов, а также регуляторное влияние на активность злокачественного роста (изменение содержания глутамина) и состояния иммунной системы, осуществляемое на уровне регуляции концентрации аминокислот – иммунорегуляторов (лейцин).


Суммируя все вышесказанное, можно сделать вывод, что одним из механизмов канцеростатического действия исследуемого препарата является его регулирующее влияние на процессы транспорта и активности реакций промежуточного обмена аминокислот, а также повышение доступности пролина в ткани опухоли, способствующего усиленному развитию соединительной ткани.

ГЛАВА 6. Морфологическая характеристика вызванных Ukrain изменений в опухолевой ткани

6.1. Рак молочной железы


Изученные опухоли молочной железы соответствовали инфильтрирующему протоковому раку и различались между собой степенью злокачественности. Структурные изменения раковой опухоли, вызванные Ukrain, устанавливались после сравнительного изучения патоморфологии опухоли в контроле и опыте.


При светооптическом исследовании отмечено 3 типа морфологических изменений опухолевой ткани, индуцированных препаратом Ukrain:

1. Изменения, соответствующие апоптозу.

2. Дистрофические и некробиотические изменения.

3. Изменения, соответствующие некрозу.


При первом типе изменений опухолевые клетки уменьшались в объеме, имели высокий индекс ядерно-цитоплазматического соотношения, характеризовались конденсацией и маргинацией хроматина, пикнозом ядер, изрезанностью контуров ядра, округлостью клеточных контуров, цитоплазма клетки интенсивно окрашивалась эозином (рис.6.1-6.2). Определялись также апоптозные тельца. Воспалительная реакция на этот вид омертвения отсутствовала. В отличие от некроза вышеописанные изменения отмечались в отдельных клетках. При электронно-микроскопическом исследовании явления апоптоза выявлялись отчетливо.


При втором типе изменений в цитоплазме и ядре опухолевых клеток наблюдались дистрофические и некробиотические изменения, протекавшие как по типу колликвации, так и по типу коагуляции. В первом случае в цитоплазме клеток наблюдалась гидропическая и баллонная дистрофия, в ядре – хроматолиз (рис. 6.3-6.4). Во втором случае гиалиново-капельная дистрофия с исходом в фокальный коагуляционный некроз опухолевых клеток.


Третий тип изменений опухолевых клеток – это некроз опухолевой ткани с аутолизом клеток под воздействием гидролитических ферментов. Объем некротизированной опухолевой ткани был различным (рис.6.5).


В строме раковых опухолей, леченных препаратом Ukrain, наблюдались выраженный склероз и значительная лимфогистиоцитарная инфильтрация. Последняя является благоприятным прогностическим признаком [101], поскольку свидетельствует о стимулирующем влиянии препарата на механизмы противоопухолевой защиты [46]. В инфильтрате преобладали лимфоциты и плазматические клетки, нейтрофилы и эозинофилы были единичными. В ряде случае лимфоциты формировали фолликулоподобные структуры. При этом в центре их определялись опухолевые клетки или их фрагменты (рис. 6.6-6.7). Соединительная ткань особенно резко разрасталась в очагах некроза опухоли и, в меньшей степени, в очагах дистрофии и некробиоза (рис. 6.8).
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Рис. 6.1. Ткань опухоли молочной железы больной после лечения Ukrain. Картина апоптоза. Конденсация хроматина; образование апоптозных телец, связанных между собой (указаны стрелкой); эозинофилия цитоплазмы, х400.

[image: image80.jpg]



Рис. 6.2. Картина апоптоза в опухолевой ткани молочной железы после лечения Ukrain (идентификация апоптозных клеток с помощью набора “In situ cell detection Kit” фирмы “Enzo”), х400.
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Рис. 6.3. Ткань опухоли молочной железы больной после лечения Ukrain. Гидропическая дистрофия опухолевых клеток, х400.
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Рис. 6.4. Ткань опухоли молочной железы больной после лечения Ukrain. Гидропическая и баллонная дистрофия с исходом в некробиоз опухолевых клеток. Фрагмент предыдущего рисунка, х600.
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Рис. 6.5. Субтотальный некроз опухоли. Лимфогистиоцитарная инфильтрация, очаговый склероз (справа вверху), х400
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Рис. 6.6. Ткань опухоли молочной железы больной после лечения Ukrain. В центре – гнездо гибнущих опухолевых клеток. По периферии – резко выраженная полиморфноклеточная инфильтрация, х650.
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Рис. 6.7. Ткань опухоли молочной железы больной после лечения Ukrain (фрагмент предыдущего препарата). В центре – гнездо гибнущих опухолевых клеток. По периферии – резко выраженная полиморфноклеточная инфильтрация, х600.
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Рис. 6.8. Ткань опухоли молочной железы больной после лечения Ukrain. Крупноочаговое разрастание соединительной ткани на месте погибшей опухоли. По периферии – дистрофия, некробиоз, апоптоз опухолевых клеток, х600.


При флуоресцентной микроскопии срезов, окрашенных на фибриноген/фибрин выявлено их присутствие в очагах распадающейся опухоли (рис. 6.9) и формирование вокруг опухолевой ткани (совместно с соединительной тканью) перстневидных образований (рис. 6.10).
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Рис. 6.9. Ткань опухоли молочной железы больной после лечения Ukrain. Окраска на фибриноген/фибрин. Фибринозное пропитывание очагов распадающейся опухоли, х400.
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Рис. 6.10. Ткань опухоли молочной железы больной после лечения Ukrain. Окраска на фибриноген/фибрин. Формирование вокруг опухоли перстневидных образований, х400.


В сосудах отмечалось плазматическое пропитывание, фибриноидные изменения (рис.6.11) с последующим склерозом и гиалинозом (рис. 6.12). В очагах некроза опухоли отмечалось появление вновь образованных сосудов, но количество их было меньшим, чем в контроле.
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Рис. 6.11. Ткань опухоли молочной железы больной после лечения Ukrain. Плазматическое пропитывание, фибриноидный некроз периваскулярно расположенной ткани, х600.
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Рис. 6.12. Ткань опухоли молочной железы больной после лечения Ukrain. Гиалиноз сосудов опухоли, периваскулярный склероз, х400.


Характер и степень выраженности вышеописанных патоморфологических изменений в опухоли зависели от степени злокачественности раковой опухоли. В клетках менее дифференцированных форм рака преобладали некротические изменения, а в опухолевых клетках более дифференцированных форм – апоптоз, дистрофия, некробиоз с последующим склерозом.


Нами также проведены исследования ультраструктурных изменений в опухолях молочной железы под воздействием Ukrain. Были просмотрены опухоли больных, получавших препарат в трех различных курсовых дозах (50,100 и 200 мг). Установлено, что изменения, индуцированные Ukrain, носили однонаправленный характер и существенной зависимости при этом от дозы препарата не выявлено. Поэтому представленное ниже описание качественных изменений в опухоли дано для всех исследуемых доз в сравнении с контролем.


Как показали электронно-микроскопические исследования, клетки аденокарциномы молочной железы, особенно низкодифференцированной, характеризуются высоким ядерно-цитоплазматическим отношением. Ядра, как правило, отличались значительной складчатостью. Хроматин в них был крупноглыбчатым, локализовался в периферической части кариоплазмы. Располагающиеся в таких ядрах одно или несколько ядрышек отличались хорошо развитыми фибриллярным и гранулярным компонентами. Несмотря на это, поры в ядерной оболочке определялись неотчётливо. В некоторых участках ядерной оболочки имели место расширение перинуклеарного пространства. В цитоплазме опухолевых клеток цитоплазматическая сеть была, как правило, слабо развита, местами её цистерны расширены. Какого-либо содержимого в них не обнаруживалось. В цитоплазме между цистернами цитоплазматической сети отмечено обилие свободных рибосом. Митохондрии немногочисленные, округлые, небольших размеров, зачастую набухшие с небольшим числом неупорядочено расположенных крист и участками просветленного матрикса (рис.6.13). В некоторых опухолевых клетках наблюдались включения гликогена, немногочисленные и различные по размерам липосомы, единичные первичные лизосомы и миелиновые фигуры. Последние представлены 10-15 концентрически наслоенными мембранами, отличающимися высокой электронной плотностью. Комплекс Гольджи встречался редко и характеризовался компактностью расположения образующих его мембран.


При применении препарата Ukrain ядра в опухолевых клетках, в отличие от контроля, характеризовались выраженным полиморфизмом, приобретали причудливые формы, иногда с явлениями фрагментации. Хроматин у большинства ядер был конденсирован, с периферическим расположением в кариоплазме и находился преимущественно у внутренней мембраны ядерной оболочки. Ядрышки чаще компактные с нечетко развитым фибриллярным и гранулярным компонентами. Иногда встречались опухолевые клетки, содержащие в ядре 2 или 3 крупных эксцентрично расположенных ядрышка с выраженным гранулярным компонентом, однако ядерные поры даже у таких клеток выделялись неотчётливо. В некоторых участках ядерной оболочки имелись расширения перинуклеарного пространства (рис. 6.14)

.
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Рис. 6.13.Фрагмент типичной клетки аденокарциномы молочной железы. Электроннограмма, х10200.
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Рис. 6.14. Фрагмент клетки аденокарциномы молочной железы больной, получавшей Ukrain. Картина апоптоза и деструкции митохондрий. Электроннограмма, х11900.


На фоне применения Ukrain цитоплазматическая сеть подвергалась фрагментации. Её цистерны местами чрезмерно расширялись, приобретая вид различных по размерам вакуолей. В последних обнаруживалось низкое по электронной плотности хлопьевидное содержимое. Рибосомы, расположенные на мембранах цистерн, отличались малым количеством, неравномерностью распределения, размерами и электронной плотностью. В гиалоплазме между цистернами цитоплазматической сети наблюдалось обилие свободных рибосом. Наиболее выраженные изменения имели место со стороны митохондрий (см. рис. 6.14). Последние с нормальной структурой практически не встречались. Для большинства из них были характерны полиморфизм, различная степень набухания и наличие небольшого количества дезориентированных и подверженных фрагментации крист с очаговым просветлением матрикса. Значительное количество митохондрий были оптически пустыми. Возрастало количество не только первичных лизосом, миелиновых фигур, но и крупных фаголизосом, содержащих в себе до 5-7 деструктивно измененных лизирующихся митохондрий и фрагментов цитоплазматической сети. В таких опухолевых клетках часто обнаруживались в значительном количестве липосомы. Последние имели различные размеры: от весьма крупных шаровидных образований до мелких, располагаясь в цитоплазме чаще всего в виде локальных скоплений. Комплекс Гольджи существенно не изменялся и постоянно обнаруживался в виде нескольких компактно расположенных цистерн.


Во многих опухолевых клетках наблюдалась гидрофильность цитоплазмы, сопровождаемая группированием клеточных органелл, очаговым просветлением гиалоплазмы, набуханием у органелл цитомембран, что делало контуры клеточных структур нечёткими.

Отмечено также влияние препарата на ультраструктуру сосудов в опухолевой ткани. Так, при применении Ukrain в кровеносных капиллярах опухоли наблюдались явления стаза. Эндотелиоциты набухали, иногда образовывали складки, которые в виде аркад выпячивались в просвет капилляров. Пиноцитозных пузырьков в эндотелиоцитах было мало. Цитоплазматическая сеть была выражена слабо, цистерны её местами расширены. Митохондрии немногочисленны, различных размеров, с небольшим количеством крист. Местами в светлых участках цитоплазмы наблюдались различной формы мелкие электронно-плотные образования. В других местах эндотелиоциты были истончены, встречались единичные фенестры, микроворсинки.


В опухолевой ткани больных, получавших Ukrain, в отличие от контроля, встречалось большое количество фибробластов различных типов. Многие имели нормальную структуру, хорошо развитую гранулярную цитоплазматическую сеть и митохондрии с умеренно плотным матриксом. В цитоплазме некоторых из них наблюдались единичные или весьма значительные скопления фибриллярных белков. Наряду с такими клетками, встречались фибробласты с очаговорасширенными цистернами цитоплазматической сети с неравномерно распределёнными на мембранах рибосомами. Отмечался полиморфизм их митохондрий, с локально просветлённым матриксом и редуцированными кристами (рис. 6.15). Наблюдалось от одного до нескольких миелиновых образований, липосом и лизосом.
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Рис. 6.15. Структура фибробласта опухолевой ткани больной, получавшей Ukrain. Электроннограмма, х8400.


Таким образом, электронно-микроскопические исследования злокачественных клеток рака молочной железы показали, что Ukrain при всех исследуемых дозах вызывает фрагментацию ядер с конденсацией хроматина по периферии кариоплазмы, расширение эндоплазматического ретикулума, ведет к компактизации ядра и цитоплазмы, выпячиванию ядерной мембраны, образованию перинуклеарных пространств, вызывает деструкцию и деформацию плазматических мембран. Вышеописанные изменения соответствуют по литературным данным [16,179,187,194] морфологической картине апоптоза и указывает на индукцию препаратом программируемой клеточной смерти. На подобный механизм воздействия препарата на злокачественные клетки указывали А. Липеньс и соавторы [310,341]. Нами впервые выявлено также деструктивное действие Ukrain на структурные компоненты капиллярной стенки в опухоли. Выявленные изменения можно, вероятно, рассматривать как проявления ингибирующего влияния препарата на ангиогенез. О наличии у исследуемого препарата подобного механизма противоопухолевого действия имеются указания в литературе [327].


По нашим данным, препарат оказывал отчетливое ингибирующее влияние на процессы энергообразования в злокачественной клетке, о чем свидетельствует значительное уменьшение количества митохондрий. Реализации противоопухолевого эффекта препарата осуществляется, по нашим данным, также путем его прямого канцерицидного (токсического) действия на злокачественные клетки с развитием некроза и образованием соединительной ткани. Подтверждением этому служат полученные нами результаты светооптических исследований опухолевой ткани, а также данные электронной микроскопии об увеличении под влиянием Ukrain в опухолевой ткани функционально активных фибробластов. 


Механизм цитостатического действия препарата по отношению к опухолевой ткани вытекает, вероятно, из его алкилирующих свойств, характерных для структурного компонента Ukrain тиофосфамида. Последний, как известно, способен ковалентно связываться с нуклеофильными центрами нуклеиновых кислот, белков, нуклеотидов и алкилировать фосфатные группировки, атомы азота пуринов и пиримидинов [27]. На возможность именно такого механизма противоопухолевого действия указывают исследования, подтверждающие наличие препарата в ядрах опухолевых клеток (рис. 6.16), его деструктивное влияние на ядерный хроматин со всеми последствиями этого типа изменений, включая и явления апоптоза.
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Рис. 6.16. Флуоресцирующий компонент Ukrain в зрелом лимфоците, х800.


Проведенные гистохимические исследования показали, что даже соседние опухолевые клетки злокачественных новообразований молочной железы в контрольной и опытных группах отличаются по активности изучаемых ферментов: они имели низкую, среднюю или высокую активность. Такая вариабельность ферментативной активности злокачественных клеток, надо полагать, определяется степенью их дифференцировки. Ввиду того, что основная масса опухолевых клеток (более 75%) характеризовалась средней активностью исследуемых ферментов, они были подвержены цитоспектрофотометрическому анализу.


Данным исследованием было установлено, что применение в комбинированной терапии рака молочной железы препарата Ukrain сопровождалось сопоставимым с контролем угнетением активности в опухолевых клетках важнейших флавинсодержащих мембраносвязанных митохондриальных дегидрогеназ, осуществляющих дыхательный контроль и являющихся компонентами электронно-транспортной цепи [108,432] – сукцинатдегидрогеназы (SDH) и NADH-дегидрогеназы (NADH-DH), а также несколько меньшим ингибированием цитоплазматического гликолитического фермента, контролирующего также глюконеогенез – лактатдегидрогеназы (LDH) [366]. Такая содружественность эффектов Ukrain в действии на ферментные системы, ответственные за окислительно-восстановительные реакции и потребление кислорода в различных компартментах опухолевой клетки подтверждает реализацию одного из механизмов действия Ukrain – снижение потребления кислорода опухолевыми клетками [223,354]. Назначение Ukrain способствовало незначительной активации ключевого фермента пентозофосфатного пути – дегидрогеназы глюкозо-6-фосфата (G-6-P-DH) [108] и трехкратному увеличению активности лизосомального фермента – кислой фосфатазы (АР). Последнее указывает на активацию процессов, приводящих к деструкции опухолевых клеток.


Результаты цитоспектрофотометрического исследования активности ферментов представлены в таблице 6.1.

Таблица 6.1

Результаты гистохимических исследований опухолевой ткани больных раком молочной железы на фоне применения Ukrain

	Ферменты

(усл.ед)
	Группы больных

	
	Контроль 1

n=19
	Ukrain 50 мг
n=19
	Ukrain 100 мг
n=18
	Ukrain 200мг
n=17

	SDH
	0,068±0,003
	0,038±0.0031
	0,104±0,0151
	0,093±0,0141

	LDH
	0,791±0,039
	0,549+0,0411
	0,594.4.0,0101
	0,628±0,046

	NADH-DH
	0,802±0,057
	0,483±0,0321
	0,562±0,0261
	0,565±0,065

	G-6-P-DH
	0,304±0,032
	0,482±0,0231
	0,870±0,0451,2
	0,665±0,0321,2

	АР
	0,108±0,009
	0,341±0,0461
	0,314±0,0111
	0,225±0,0251


1–Р<0,05 по отношению к контролю

2–Р<0,05 по отношению к дозе препарата 50 мг


На основании полученных нами результатов по определению соотношения никотинамидных коферментов в опухолях молочной железы при применении препарата (рис.6.17) можно предположить, что одним из вероятных механизмов действия Ukrain, как и других алкилирующих противоопухолевых препаратов, является нарушение структуры ДНК, которое приводит к повышению потребности в репарирующей её аденозиндифосфатрибозополимеразе (АDPRP). Показано, что АDPRP связана с ядерным хроматином и может находится в активной или неактивной формах. Степень активации фермента прямо пропорциональна выраженности процесса фрагментации ДНК, одновременно определяя активность репликации и сопряженно снижая уровень внутриклеточного NAD+. Последний, в свою очередь, как указано нами выше, необходим для генерации АТP. Таким образом, действие алкилирующих препаратов включает механизм избыточного потребления NAD, тем самым уменьшая или полностью ингибируя генерацию АТP. Ингибирование гликолиза усугубляет формирующийся в опухолевой клетке энергетический дефицит, являющийся одной из основных причин ингибирования синтеза de novo ДНК, РНК и белков. Энергозависимый транспорт через плазматические мембраны нарушается, мембраны теряют свои интегрирующие свойства, клетки набухают и лизируются.
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Рис. 6.17. Влияние Ukrain на показатели митохондриального соотношения NAD/NADH и NADP/NADPH в опухолевой ткани больных РМЖ

6.2. Рак мочевого пузыря


При лечении рака мочевого пузыря препаратом Ukrain выявлены морфологические изменения в опухоли, аналогичные таковым при раке молочной железы. Они касались и паренхимы и стромы опухоли. В паренхиме наблюдались морфологические признаки апоптоза (рис.6.18), дистрофии и некробиоза с последующим некрозом опухолевых клеток (рис. 6.19). 


Строма экзофитно растущих опухолей мочевого пузыря была представлена главным образом кровеносными сосудами и небольшим количеством соединительной ткани, располагавшейся периваскулярно.


После лечения препаратом Ukrain изменения локализовались преимущественно в сосудах. Стенки сосудов были утолщены, со склерозом и гиалинозом, и окружены детритом из погибшей паренхимы опухоли (рис. 6.20-21). Лишь кое-где сохранялись островки опухолевой ткани в состоянии апоптоза, дистрофии и некробиоза (рис. 6.22).
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Рис. 6.18. Ткань опухоли мочевого пузыря больного после лечения Ukrain. Апоптоз опухолевых клеток, х400.
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Рис. 6.19. Ткань опухоли мочевого пузыря больного после лечения Ukrain. Гидропическая и баллонная дистрофия, колликвационный некроз опухолевых клеток, х400.
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Рис. 6.20. Ткань опухоли мочевого пузыря больного после лечения Ukrain. Склероз и гиалиноз сосудов, периваскулярный склероз, островки детрита (красные массы) на месте погибших опухолевых клеток, х600.
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Рис. 6.21. Ткань опухоли мочевого пузыря больного после лечения Ukrain. Бесструктурные аморфные массы (детрит) в зоне коагуляционного некроза опухоли, х400.
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Рис. 6.22. Ткань опухоли мочевого пузыря больного после лечения Ukrain. Периваскулярно: островки опухолевых клеток в состоянии апоптоза, дистрофии и некробиоза, х400.


Наиболее ярко морфологические признаки апоптоза выявлялись при ФМ опухолевой ткани. Степень выраженности апоптоза при РМП, леченном Ukrain, оказалась значительно большей, чем при РМЖ (рис. 6.23-6.24). Это позволяет сделать вывод, что механизм апоптоза, вызванный Ukrain, является ведущим в гибели опухолевых клеток при РМП.


Из вышеизложенных результатов можно сделать вывод, что Ukrain является цитостатическим препаратом, воздействующим, с одной стороны, непосредственно на опухолевую ткань, а с другой – стимулирующим противоопухолевый компонент иммунной системы. 


Механизм цитостатического воздействия препарата на опухоль, как и при раке молочной железы, вероятно, вытекает из его алкилирующих свойств, характерных для тиофосфамида. Накопление препарата в ядрах опухолевых клеток может быть связано с альтеративным влиянием его на хроматин ядер и развитием апоптоза и некроза опухоли.


Проведенные нами электронно-микроскопические исследования биоптатов рака мочевого пузыря больных после как внутривенных, так и сочетанных курсов лечения препаратом Ukrain, показали, что препарат, по сравнению с контролем, вызывает специфические изменения ряда структурных компонентов клеток. Большинство эпителиальных клеток опухолевой ткани отличались фрагментирующимися ядрами с множественными глубокими инвагинациями кариолеммы, мелкогранулярным, располагающимся по периферии кариоплазмы хроматином. Ядрышки, как правило, были компактными, с неотчетливым фибриллярным и гранулярным компонентами. Ядерные поры выявлялись с трудом. 
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Рис. 6.23. Картина апоптоза в ткани опухоли мочевого пузыря после лечения Ukrain (идентификация апоптозных клеток с помощью набора “In situ cell detection Kit” фирмы “Enzo”). Строма опухоли, х400.
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Рис. 6.24. Картина апоптоза в ворсинчатом разрастании опухоли мочевого пузыря после лечения Ukrain (идентификация апоптозных клеток с помощью набора “In situ cell detection Kit” фирмы “Enzo”), х400.

Многие клетки различались по структуре цитоплазмы. У одних она светлая, со слабо развитой гранулярной эндоплазматической сетью (ГрЭС), обилием свободных рибосом, множеством мелких митохондрий, отличающихся полиморфизмом, бедностью крист и просветленным матриксом. В цитоплазме этих клеток часто обнаруживались вторичные лизосомы (аутофагосомы), имеющие различную электронную плотность и неоднородное содержимое, а также липидные включения, имеющие отросчатую форму, являющиеся, вероятно, результатом липофанероза. Подобные изменения вели к компактизации ядра и цитоплазмы и в целом укладывались в морфологическую картину апоптоза.


В других, рядом расположенных опухолевых клетках имелись большие участки сегрегации, окруженные мембраной (рис. 6.25). В клетках, в ядрах которых компоненты ядрышек были более выражены, в цитоплазме наблюдалось уменьшение свободных рибосом, полисом и участки слаборазвитой фрагментированной ГрЭС. Связанные с ее мембранами рибосомы отличались различной электронной плотностью и неравномерным распределением на мембранах. 


В отличие от контроля, часто встречались "темные" клетки, то есть клетки с более высокой по электронной плотности гиалоплазмой. Ядра у последних фрагментированы, с инвагинациями. В цитоплазме выявлялась более развитая ГрЭС, единичные первичные и вторичные лизосомы, мелкие митохондрии. Встречались клетки с обилием первичных и вторичных лизосом, достигающих иногда больших размеров. Местами наблюдалось расширение межклеточных пространств, сопровождаемое сглаживанием контурированности мембран.


Кроме того, выявлялись клетки с крупным ядром, содержащим гипертрофированное ядрышко с выраженным фибриллярным компонентом. В цитоплазме их определялась слаборазвитая ГрЭС, мембраны которой обладали высокой электронной плотностью. Наблюдалось обилие свободных рибосом, липидных включений, обнаруживались различной формы вакуоли, преимущественно мелкие, заполненные мелкогранулярным содержимым низкой электронной плотности.  Митохондрии отличались полиморфизмом, преимущественно мелкие из них были подвержены фрагментации (рис. 6.25).


Достаточно часто выявлялись гибнущие клетки с весьма светлой цитоплазмой, с наличием остатков цитоплазматических структур – митохондрий, свободных рибосом и полисом, фрагментов ГрЭС, а также клетки, полностью подвергшиеся некротическим изменениям (см. рис. 6.26).


Таким образом, в опухолевой ткани мочевого пузыря больных, получавших Ukrain, обнаружены разнообразные изменения, отражающие этапы и виды гибели опухолевых клеток. Наряду с клетками апоптотического характера поражения, присутствовали клетки с признаками некробиотических изменений, в которых митохондрии подвержены деструкции, ГрЭС фрагментирована, содержится множество липидных включений, обилие первичных и вторичных лизосом, крупные цитосегресомы, т.е. структуры катаболического характера, а также клетки, полностью подвергшиеся некротическим изменениям. В то же время во многих клетках опухолевой ткани отмечалось наличие небольшого, часто фрагментированного ядрышка в ядрах и значительное уменьшение количества свободных рибосом в цитоплазме, что свидетельствует о подавлении Ukrain развития и функционирования белоксинтезирующего аппарата опухолевых клеток.
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Рис. 6.25 Фрагмент опухолевой клетки рака мочевого пузыря, содержащей цитосегресому и миелиновые фигуры, на фоне применения Ukrain. Электроннограмма, х6700.
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Рис. 6.26. Фрагмент гибнущей раковой клетки мочевого пузыря больного, получавшего Ukrain. Электроннограмма, х9600.


При гистотопографии ферментов в опухолевой и окружающей ее нормальной ткани мочевого пузыря обращает на себя внимание избирательное накопление последних преимущественно в опухолевых клетках, как в контрольных, так и в опытных образцах. Одновременно надо отметить, что воздействие Ukrain на уровни исследуемых ферментов прослеживалось однотипно во всех типах клеток, но наиболее это было демонстративно в опухолевых. Поэтому количественная оценка энзимов проводилась только в эпителиоцитах опухолевой ткани мочевого пузыря.


Как показали наши исследования (рис. 6.27) активность сукцинатдегидрогеназы (SDH) в цитоплазме опухолевых клеток больных контрольной группы была сравнительно невысока, а назначение Ukrain вызывало значительное, особенно при внутривенном введении препарата, снижение этого показателя.
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Рис. 6.27. Влияние Ukrain на активность ферментов в цитоплазме раковых эпителиоцитов больных РМП.


Лактатдегидрогеназа (LDH) в цитоплазме эпителиоцитов располагалась в виде узкого ободка, охватывающего ядро, причем хорошо заметна большая мозаичность активности фермента в клетках. В отличие от контрольных образцов, Ukrain значимо снижал уровень активности LDH в клетках независимо от способа его применения.


Активность NADH-дегидрогеназы (NADH-DH) в эпителиоцитах была достаточно высока. Фермент определялся в виде узкого пояска вокруг ядра, активность его неоднозначна в опухолевых клетках, даже рядом лежащих. Продукт реакции приобретал крупноглыбчатый характер, имел неоднородность залегания. В сопоставлении с контролем, активность NADH-DH у больных РМП, получавших Ukrain, достоверно снижалась.


Опухолевые клетки различались между собой по активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (G-6-P-DH). При этом прослеживалась отчетливая закономерность: в гигантских, т.е. дистрофически изменяющихся опухолевых клетках уровень активности фермента высокий, продукты реакции становятся крупноглыбчатыми, с неравномерным расположением. В остальных опухолевых клетках – уровни активности фермента более низкие. Внутривенное и сочетанное применение Ukrain у больных РМП вызывало достоверное снижение активности G-6-P-DH.


Активность кислой фосфатазы (АР) в цитоплазме опухолевых клеток также определялась размерами клеток. В гигантских клетках активность АР была очень высокой, в других, меньших по размеру – заметно ниже. В отличие от контроля, в опухолевой ткани больных, получавших Ukrain, количество гигантских клеток было значительно большим, а, следовательно, и уровень активности АР достоверно превышал контрольный показатель.


Подводя итог результатам, полученным нами при морфологическом исследовании воздействия Ukrain на опухолевую ткань молочной железы и мочевого пузыря, можно сделать следующее заключение: 

· исследуемый препарат, несомненно, обладает цитотоксическим действием на опухоль, результатом которого является гибель раковых клеток с замещением их соединительной тканью; 

· реализация цитотоксического эффекта препарата на обсуждаемом уровне осуществляется путём прямого воздействия на структуру и функциональную активность митохондрий и, в меньшей степени, на белоксинтезирующий (рибосомы) аппарат опухолевой клетки;

· представленные результаты дают основание предполагать, что одним из механизмов противоопухолевого действия Ukrain является его способность активировать процесс апоптоза, а также вызывать резкое угнетение энергетического обмена опухолевых клеток; 

· в механизмах противоопухолевых эффектов Ukrain присутствует антиангиогенезная составляющая, что позволяет рассматривать его и как средство, предупреждающее метастазирование злокачественных опухолей. Антиметастатическое действие препарата проявляется также упомянутым выше образованием соединительнотканной капсулы вокруг опухоли.

ГЛАВА 7. Результаты лечения и механизмы реализации клинических эффектов Ukrain
7.1. Противоопухолевое действие Ukrain и возможные механизмы его реализации


Лечение онкологических больных в настоящее время неразрывно связано с хирургическим вмешательством и химиолучевой терапией. К сожалению, применение цитостатических препаратов (синтетических, полусинтетических, природных) довольно часто ограничено вследствие их высокой токсичности и недостаточной селективности. В связи с этим проблема поиска дополнительных методов лечения, способных подавить рост и генерализацию злокачественных опухолей, скоррегировать метаболический дисбаланс в организме больного, достичь у больного состояния стабильной и, по возможности, максимально длительной ремиссии, восстановить и удерживать на оптимальном уровне противоопухолевую резистентность организма, является чрезвычайно актуальной.


С учетом вышеизложенного внимание исследователей привлек Ukrain – полусинтетическое производное алкалоидов чистотела и триазиридина тиофосфорной кислоты (тиофосфамида), запатентованный в 1987 году как противоопухолевый и противоинфекционный препарат [130]. В последующие годы начаты интенсивные исследования по изучению противоопухолевого и иммуномодулирующего эффектов Ukrain в эксперименте и клинических исследованиях [173,217,263,339,345,375].


С учетом данных литературы, а также результатов собственных исследований, в данной главе обсуждаются возможные механизмы действия полусинтетического производного алкалоидов чистотела и тиофосфамида и результаты его клинического применения.


Полученные нами результаты экспериментальных и клинических исследований, литературные данные [339,371] свидетельствуют, что препарат обладает противоопухолевой активностью. На этапе инициации и прогрессирования опухолевого процесса важную роль играют ряд эффектов, каждый из которых вносит свой вклад в противоопухолевое действие Ukrain.


Прежде всего, как показали наши исследования фармакокинетики, препарат, попадая в организм опухоленосителя, обладает способностью селективно накапливаться в опухолевой ткани, в то время как связывание его с тканевыми структурами здоровых органов непродолжительно и неустойчиво. О таком свойстве препарата свидетельствуют также флуоресцентные исследования in vitro и in vivo [223,342,354,375,414], наши аналогичные наблюдения в клинике. Из свойства препарата избирательно накапливаться в опухолевой ткани, вероятно, вытекает такое качество Ukrain, как практически полное отсутствие токсичности и очень широкий, по сравнению с другими химиопрепаратами, терапевтический индекс и высокий коэффициент избирательности действия [371,377].


И действительно, наши клинические наблюдения, данные других авторов [244,253, 305,345,351,354,396], позволяют сделать заключение, что препарат в исследуемых дозах и при различных способах применения не вызывает местных реакций, не оказывает на организм общих, характерных для химиопрепаратов, дозолимитирующих токсических реакций (нейтропения, диспепсические расстройства, алопеция, эметогенный эффект, органотоксичость и т.д.), хорошо переносится и значительно улучшает качество жизни больных при всей исследованной нами патологии. Все это выгодно отличает исследуемый препарат от широко применяемых других и позволяет рекомендовать его для включения в схемы лечения больных.


Далее, впервые проведенные нами экспериментальные исследования на перевиваемых опухолях показали, что препарат вызывал значимое торможение роста опухолей (на 28,8-65,9% в зависимости от вида опухоли и способа введения препарата), достоверно увеличивал продолжительность жизни крыс-опухоленосителей при в/венном введении и способствовал сохранению их массы тела. Нами показано также, что в/венный способ введения Ukrain более эффективен, чем в/брюшинный. О зависимости эффектов препарата от способа его введения сообщали и другие исследователи [226,340].


Важным выводом из проведенного нами исследования является выявление опухолеспецифичности препарата: из трех штаммов наибольшей чувствительностью к Ukrain характеризовалась карциносаркома W-256.


Собственно механизм противоопухолевой активности Ukrain сложен и во многом еще не ясен. Многочисленные экспериментальные исследования [224,342,371,380,447, 463], наши данные свидетельствуют, что препарат в чистой культуре различных линий опухолевых клеток оказывает цитолитическое и цитостатическое действие, возрастающее по мере увеличения концентрации препарата в среде. Высказано предположение [224,278,342,370,371,375], что в основе прямого цитолитического действия препарата лежит его накопление в ядерных структурах и ингибирование РНК- и ДНК-зависимого синтеза белка в опухолевых клетках.


Дальнейшее подтверждение и уточнение некоторых сторон белокингибирующего действия Ukrain получено в наших исследованиях. Прежде всего, следует подчеркнуть, что в клинике методом ФМ нами доказано накопление Ukrain в ядрах опухолей молочной железы и мочевого пузыря (гл. 6). В исследованиях in vitro нами показано, что Ukrain угнетает синтез белка в краткосрочных суспензионных культурах клеток лейкемии HL-60 и полученных из биоптатов опухолей человека молочной железы и простаты на 28,3-75,4% в зависимости от времени контакта препарата с клетками.


Также проведенные нами впервые исследования in vivo показали, что при длительном (10 суток) введении животным-опухоленосителям Ukrain снижал скорость синтеза белка в рибосомах гепатоцитов на 17-21% и достоверно (на 70-74%)– в рибосомах саркомы SM-1. Таким образом, хотя препарату и свойственна селективность накопления в организме, при больших дозах, однако, возможно ингибирование белоксинтезирующей функции рибосом нормальных клеток, что, несомненно, надо учитывать при клиническом применении Ukrain.


Морфологическим субстратом цитолитического и/или цитостатического действия Ukrain на опухолевые клетки являются некроз и апоптоз, впервые выявленный для препарата А. Липеньс [310,341].


В многочисленной литературе по Ukrain вопросы лекарственного онкоморфоза, вызванного препаратом, практически не отражены. Морфологические изменения в опухолях различных гистотипов нами изучены в экспериментальных исследованиях и клинических наблюдениях. В эксперименте нами установлено, что Ukrain на все исследуемые штаммы оказывал противоопухолевое действие с развитием некроза. Размеры очагов последнего достоверно (на 96,2% и 72,5%) были большими для штаммов W-256 и SM-1 и на 53,4% для РС-1. Препарат вызывал деструктивные изменения ядерного аппарата опухолевых клеток и ингибировал пролиферативную активность исследуемых опухолей. В действии препарата прослеживалась описанная выше зависимость от способа введения (наиболее эффективен при в/венном введении) и опухолеспецифичность (высокая чувствительность штаммов W-256 и SM-1 и умеренная – РС-1).


В клинических наблюдениях лекарственный онкоморфоз нами изучался комплексно и в различных видах опухолей. Полученные нами различными морфологическими методами (светооптический, гистохимический, электронно-микроскопический) результаты исследования опухолевых тканей молочной железы и мочевого пузыря на фоне применения Ukrain в различных дозах подтверждают наличие у препарата специфического противоопухолевого действия, реализация которого осуществляется путём индукции токсической гибели (некроз) и/или программируемой клеточной смерти (апоптоз). Известно, что подобным образом (апоптотически) могут действовать и некоторые химиопрепараты (цисплатин, антиметаболиты, ингибиторы изотопоизомераз I и II), гормоны (глюкокортикоиды, антиэстрогены) [16,187,194]. По мнению К.П.Хансона (1998) [179] средства, обладающие способностью вмешиваться в процессы регуляции апоптоза, являются чрезвычайно перспективными в лечении новообразований. Действительно, попытки индуцировать апоптоз в опухолевых клетках, особенно находящихся в циркуляторном русле, то есть на самом раннем этапе метастатического процесса, можно рассматривать как наиболее перспективный способ предупреждения метастазирования.


Выявленные нами способы гибели опухолевых клеток характерны для обоих видов исследованных в клинике опухолей и в меньшей степени зависели от применяемых доз и/или способов их введения, а в большей – определялись видом опухоли. Так, для опухолей мочевого пузыря, в отличие от опухолей молочной железы, в большей степени характерен механизм программированной клеточной смерти (апоптоз) злокачественных клеток, а для рака молочной железы преобладающим в действии препарата был некроз. Объяснить такую опухолеспецифичность в реализации противоопухолевой активности Ukrain на основании имеющихся у нас данных мы пока не можем. Необходимы дальнейшие исследования на более широком спектре опухолей человека.


На наш взгляд, интересен механизм развития и реализации апоптотического эффекта Ukrain. Попытке расшифровки последнего посвящены наши дальнейшие рассуждения. Известно, что ключевым механизмом апоптоза, приводящим к фрагментации ДНК, является энергозависимая активация эндонуклеаз. Так, Ярилин А.А. [194] непосредственной причиной гибели клеток при индуцированном апоптозе считает функциональный “энергетический голод” злокачественных клеток, вызванный избыточным расходованием макроэргов, в первую очередь, АТP, и истощение пула никотинамидных коферментов (в особенности NAD) в реакциях репарации поврежденной ДНК. Как уже указывалось (гл. 3), главным энергетическим субстратом для опухолевых клеток является глюкоза, а основным источником наработки АТР для них служит интенсивно протекающий в опухоли гликолиз [432].


Прямым подтверждением наличия механизма программируемой клеточной гибели в противоопухолевых эффектах Ukrain являются полученные нами независимыми методами данные по определению активности лимитирующих энергообразование дегидрогеназ в опухоли (гл.6). Так, снижение в ней активности LDH, SDH и HADH-DH под действием Ukrain свидетельствует о снижении генерации АТР в злокачественных клетках в результате ингибирования гликолиза (в первую очередь – аэробного его участка) и далее – наработки восстановительных эквивалентов (в том числе – NADH) в цепи тканевого дыхания [108,472]. При этом показано, что опухолевые клетки избыточно накапливают лактат, поскольку для реокисления NADH вместо митохондриального челночного механизма используют пируват [34]. Сдвиг редокс-потенциала NAD/NADH при применении Ukrain, по-видимому, способствует компенсаторной утилизации избыточно образующегося на фоне ингибирования LDH лактата в глюконеогенезе [125]. Предлагаемая последовательность событий подтверждается полученными нами при лечении больных Ukrain результатами значительного увеличения уровней важнейших гликогенных аминокислот (аланин, серин, глутамат, глицин, валин, гистидин) в опухолевой ткани молочной железы. Сама по себе вероятность активации глюконеогенеза в злокачественных клетках исследуемым препаратом является метаболической предпосылкой для их репрограммирования.


Кроме того, в условиях более низкого энергетического состояния закономерным является повышение активности G6-P-DH, поскольку АТР является аллостерическим ингибитором указанного фермента. Возможно, активация G-6-P-DH после введения Ukrain обусловлена снижением скорости деградации фермента, что в условиях ингибирования систем энергообразования является для клетки энергетически выгодным [34].


В свою очередь, снижением уровня энергообеспечения клеток аденокарциномы, очевидно, обусловлено действие Ukrain на опухолевые клетки, в которых нами установлено уменьшение содержания митохондрий, что вызывает развитие необратимых метаболических изменений, приводящих к прогрессивному разрушению опухоли, а выраженная на этом фоне активация АР, в свою очередь, является следствием повышения лизирующей активности лизосом, одной из основных функций которых является лизис отмирающих клеточных структур. Сказанное согласуется с полученными нами результатами цитоспектрофотометрических и электронно-микроскопических исследований, в которых убедительно продемонстрированы нарушения в структуре митохондрий и одновременное увеличение количества первичных и вторичных лизосом.


В основе развития некроза опухолей лежат прямые и опосредованные цитотоксические эффекты Ukrain, описанные нами ранее, результатом которых является гибель раковых клеток с замещением их соединительной тканью, что подтверждается полученным нами (гл.3 – в эксперименте, гл.5 – в клинических условиях) значительным увеличением концентрации маркерной для соединительной ткани аминокислоты пролина в опухоли под действием Ukrain. Реализация цитотоксического эффекта препарата осуществляется путём воздействия на структуру и функциональную активность митохондрий и белоксинтезирующий (рибосомы) аппарат злокачественной клетки.


Правильность выдвинутого предположения подтверждается и выявленной нами тенденцией нормализации под действием Ukrain изначально сниженного в опухоли соотношения этаноламин/фосфоэтаноламин – показателя деструкции клеточных мембран [31]. 


На рис.7.1 представлены механизмы, по нашему мнению, играющие роль в реализации прямого противоопухолевого действия Ukrain.
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Рис. 7.1. Биологические эффекты Ukrain, лежащие в основе его противоопухолевого действия

7.2. Иммуномодулирующие эффекты Ukrain

Следует особо подчеркнуть, что ростингибирующее действие Ukrain распространяется практически только на злокачественные клетки и не проявляется по отношению к нормальным [223,342,354,356,373,375,414]. Указанный феномен вызывает несомненный интерес к Ukrain как перспективному противоопухолевому препарату, который может широко использоваться в лечении онкологических больных.


С этой точки зрения особое внимание исследователей привлекают иммуномодулирующие эффекты Ukrain. О воздействии Ukrain ан иммунную систему имеются многочисленные публикации [223,226,280,354,356,369,372,374,375,396].


Нами in vitro подтверждены приведенные в литературе [223,272,354,371,420,421, 431,470] данные о стимулирующих эффектах Ukrain на Т-активные лимфоциты и Т-хелперы, цитолитическую активность макрофагов, фагоцитоз.


В клиническом разделе нашей работы, помимо общепринятых исследований иммунитета, впервые были изучены эффекты Ukrain на ряд показателей иммунитета непосредственно в опухолевой ткани, что позволило осветить некоторые, ранее неизвестные, механизмы иммуномодулирующего действия препарата.


Проведенные нами исследования больных РМЖ, РМП и РПЖ при поступлении в клинику показали, что типичные для всех обследованных нами больных изменения в системе иммунитета были лимфопения различной степени, увеличение концентрации Т-лимфоцитов и их субпопуляций. Необходимо при этом отметить, что функциональные резервы Т-системы иммунитета, судя по «нагрузочным тестам» с левамизолом и Т-активином [168], в адаптационных процессах были сравнительно высокими.


В силу объективных обстоятельств, оценку В-системы иммунитета в плазме крови больных мы оценивали только по уровню иммуноглобулинов. По полученным нами данным, реакция В-системы на опухоль проявлялась тенденцией к увеличению уровней иммуноглобулинов классов А и G.


На этом фоне система комплемента и фагоцитоз, оцениваемые нами по титру комплемента и фагоцитарной активности нейтрофилов и представляющие неспецифическую систему иммунитета, в ответ на опухолевую агрессию практически не менялись.


Кроме того, при всех исследованных нами формах рака закономерным было увеличение концентрации ЦИК, которое мы расцениваем как проявление нормального иммунного ответа опухоленосителя на опухолевые антигены путем образования комплексов антиген-антитело, в целом характерного для опухолевых процессов [78]. Известно, что ЦИК с низкой молекулярной массой выводятся почками, с высокой – элиминируются фагоцитирующими клетками [79].


Как показали наши результаты, во всех случаях исследуемой онкопатологии также наблюдалось или достоверное уменьшение (РМЖ, РМП), или тенденция к снижению (РПЖ) уровня БГЛ (ЕК-клеток) – компонента системы неспецифического иммунитета. Это, вероятно, может быть как следствием их гибели в процессе взаимодействия с опухолевыми клетками [37], так и результатом иммуносупрессорного действия неопластических клеток [79].


Таким образом, выявленные нами изменения в иммунном статусе больных имеют некоторые отличия по сравнению с описанной в литературе [24,47,79,448] иммуносупрессией при злокачественном росте. Такие отличия, надо полагать, удовлетворительно объясняются тем, что мы оценивали иммунный статус больных на относительно ранних стадиях опухолевого процесса. Подтверждением такому объяснению могут служить данные Балдуевой И.А. и Семиглазова В.Ф. [11], которыми показано, что проявления иммунодепрессии при РМЖ начинались только со IIБ стадии заболевания.


По нашим и литературным [67,79] данным, операционная травма индуцирует у больных РМЖ проявления умеренно выраженной иммунодепрессии в клеточном и гуморальном звеньях иммунитета на фоне неизменяющихся (титр комплемента, фагоцитарный индекс) или увеличивающихся (ЕК-клетки) факторов неспецифической системы иммунитета. Явления иммунодепрессии сохранялись и при выписке наших пациенток из стационара. Избранные режим и дозы предоперационной лучевой терапии при комбинированном лечении РМЖ, при сопоставлении с группой контроля, негативного влияния на иммунный статус больных не оказывали, что свидетельствует о рациональности выбора такой схемы облучения.


При анализе показателей иммунограмм больных РМЖ, РМП и РПЖ, получавших Ukrain в различных дозах, выявлен ряд изменений , которые наиболее отчетливо регистрировались в клеточном звене иммунитета и проявлялись увеличением уровней лимфоцитов, общих, активных и хелперных форм Т-лимфоцитов и снижением уровня Т-супрессоров, что соответствует результатам и других исследователей [223,244,272,278, 280,351,354,370,378,395,401,443,447,454,470].


На основании имеющихся на сегодняшний день в нашем распоряжении данных достаточно однозначно объяснить полученные результаты не представляется возможным, поэтому в качестве предположения можно лишь допустить, что Ukrain стимулирует пролиферацию Т-лимфоцитов, тем самым активируя формирование специфического Т-клеточного иммунитета по цитотоксическому типу. О возможности существования такого механизма свидетельствует достоверное снижение содержания Т-супрессоров, которые с определенным допущением можно отнести к CD8-цитотоксическим лимфоцитам, что может подтверждать их непосредственное участие в ликвидации опухолевых клеток как факторов специфической цитотоксичности [37]. Подтверждением такого механизма могут быть и наши результаты, полученные методом  ФМ, показавшие увеличение в опухолях молочной железы и мочевого пузыря количества CD8 клеток.


Выявленное нами стимулированное Ukrain увеличение содержания лимфоцитов и их субпопуляций при злокачественных опухолях различной локализации может, вероятно, рассматриваться как индукция препаратом изменений второго уровня иммунной защиты – специфического противоопухолевого иммунитета и, следовательно, расцениваться как прогностически благоприятный фактор.


Кроме того, как следует из полученных нами данных, иммуномодулирующее действие Ukrain не имеет опухолеспецифичного характера и реализуется преимущественно через Т-клеточное звено и факторы неспецифической системы иммунитета.


Вместе с тем, полученные нами данные и их интерпретация поставили ряд вопросов. Так, очевидна актуальность изучения действия Ukrain на секреторную активность тимуса и динамику миграции из него Т-лимфоцитов. Кроме того, возможность типирования лимфоцитов периферической крови с помощью моноклональных антител позволила бы достоверно установить влияние различных доз препарата на субпопуляции лимфоцитов – Т-хелперов и Т-супрессоров, а определение интерлейкинов – на их функциональную активность. Эти и другие указанные нами вопросы должны стать задачами дальнейших исследований.


Оценка изменений в гуморальном звене иммунной защиты у больных, получавших Ukrain, позволила нам впервые выявить способность препарата оказывать модулирующий эффект (в зависимости от исходной величины) на уровни иммуноглобулинов в плазме крови, прежде всего классов G и А. Влияние Ukrain на уровни иммуноглобулинов отчетливо проявлялось  в опухолевой ткани значительным накоплением их в зонах некроза, апоптоза и формирующейся соединительной ткани, а также на опухолевых клетках, возможно, обусловленным изменением экспрессии их антигенов под влиянием препарата [85]. Именно комплексное (плазма крови, опухоль) исследование гуморального звена иммунитета позволяет нам утверждать, в отличие от других авторов [244,253,280,305, 354,396], что Ukrain оказывает регулирующее влияние на данный компонент иммунитета при наличии опухоли.

Отчетливо прослеживается нормализующее влияние Ukrain также на показатели неспецифической системы иммунитета (фагоцитоз и система комплемента), что согласуется с данными литературы [223,340,354,470].


Состояние естественной киллерной системы изучалось нами при различной локализации злокачественных опухолей. Важным, с нашей точки зрения, является зарегистрированный положительный с позиций формирования противоопухолевой защиты [37,39] эффект Ukrain на содержание БГЛ. Так, нами установлено, что содержание БГЛ, как «первого барьера» в противоопухолевом иммунитете [24,37,60,73], при всех видах исследуемых опухолей было снижено. При этом необходимо подчеркнуть, что уровень этих клеток в крови зависит от вида опухоли: если при РМЖ количество этих клеток было значительно снижено, то при РПЖ имело лишь тенденцию к снижению, а опухоли мочевого пузыря в этом отношении занимали промежуточное положение.

Ukrain при всех изучаемых локализациях индуцирует рост количества БГЛ в периферической крови, что свидетельствует об активации противоопухолевого иммунитета [24,73] и расценивается как благоприятный прогностический признак, поскольку БГЛ (ЕК-клетки) играют существенную роль в предупреждении прогрессирования и метастазирования опухолевого процесса [60].


Одновременно нами установлено, что эффекторное влияние Ukrain на количество БГЛ зависит от дозы и вида опухоли: при применении его больным РМЖ наиболее оптимальной оказалась курсовая доза 100 мг, а стимулирующему влиянию Ukrain на уровень БГЛ характерна опухолеспецифичность: наиболее выражено это влияние было при опухолях молочной железы, в меньшей степени – мочевого пузыря и практически не проявлялось  при РПЖ. Убедительным подтверждением стимулирующего влияния препарата на уровень БГЛ в периферической крови являются полученные нами данные иммунофлуоресцентной микроскопии. Последние свидетельствуют, что ЕК-клетки (CD-16) наиболее часто выявлялись в опухолевой ткани молочной железы. Все вышеизложенное свидетельствует, что одним из существенных механизмов реализации индуцированного Ukrain иммунного ответа является стимуляция образования ЕК-клеток. 


Известно, что при микроскопическом исследовании некоторых видов новообразований человека (меланома, рак молочной железы, толстой кишки и др.) практически всегда обнаруживается лимфоцитарная инфильтрация, которая расценивается как сдерживающий фактор метастазирования и имеет благоприятный прогноз [46,352]. Лимфоциты, инфильтрирующие опухоль и обозначаемые в настоящее время «туморинфильтрирующие лимфоциты» (ТИЛ), фенотипически представляют собой CD3-клетки, экспрессирующие как CD4+, так и CD8+-антигены, в меньшем количестве обнаруживаются среди них ЕК-клетки и В-лимфоциты [37,208]. Образуются ТИЛ вследствие реакции на антигены, экспрессируемые на опухолевых клетках, располагаются преимущественно вокруг опухоли и участвуют в специфическом лизисе злокачественных клеток, возможно, путем индукции цитокинов [37,241,404].


Таким образом, на основании вышеизложенного, можно прийти к заключению, что ТИЛ играют важную роль в противоопухолевой защите организма. Выявленную нами значительную инфильтрацию лимфоцитами стромы и окружающей опухоль соединительной ткани у больных, получавших Ukrain, можно, вероятно, расценивать как один из активированных препаратом способов противоопухолевой защиты организма.


Результаты собственных исследований, литературные данные отражены в попытке представить возможные механизмы противоопухолевого действия Ukrain (рис. 7.2).


Таким образом, способность Ukrain повышать активность макрофагов, увеличивать популяцию Т-лимфоцитов, естественных киллерных клеток, туморинфильтрирующих лимфоцитов – основных эффекторов противоопухолевого иммунного надзора - служат веским основанием для использования препарата в качестве средства дополнительной противоопухолевой терапии. Важным аргументом в пользу высказанного выше заключения являются полученные нами данные об иммуномодулирующем влиянии Ukrain на гуморальное звено и показатели неспецифической системы иммунитета.
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Рис. 7.2. Иммуномодуляторные эффекты Ukrain
7.3. Антиангиогенезное и антиметастатическое действие Ukrain

Рассматривая неиммунологические механизмы противоопухолевых эффектов Ukrain, следует прежде всего отметить его роль и как негативного фактора ангиогенеза. Изучение процесса метастазирования позволяет представить этот процесс как цепь последовательных событий или так называемый метастатический каскад, где мишенью лекарственного воздействия может быть тот или иной его этап [26,284,295,465]. Доказано, что образование новых кровеносных сосудов (ангиогенез) позволяет опухолям быстро расти и метастазировать, а нарушение процесса васкуляризации опухоли ингибирует процесс спонтанного метастазирования экспериментальных опухолей [26,190,284,287]. В настоящее время известен ряд препаратов, предупреждающих инвазию и метастазирование злокачественных опухолей. К ним относятся непрямые антикоагулянты (варфарин, пентоксифиллин), кальциевые блокаторы (дилтиазем), адаптогены (экстракт элеутерококка, радиолы) и некоторые цитокины [146]. Поэтому разработка терапевтических подходов к воздействию на опухолевый ангиогенез является актуальной проблемой фармакоонкологии [26,284,286,287,325]. Литературные [327], а также полученные нами в морфологических исследованиях данные о влиянии Ukrain на ангиогенез в опухолевой ткани, позволяют нам рассматривать Ukrain как средство антиангиогенезной терапии. В этой связи, вероятно, можно думать, что Ukrain как средство, нарушающее процесс васкуляризации в опухоли, может быть использован в качестве агента, предупреждающего метастазирование злокачественных опухолей. Аналогичной цели служит образование под воздействием Ukrain соединительнотканной капсулы вокруг опухоли. Механизм антиангиогенного действия Ukrain пока еще не изучен.


Помимо антиангиогенезной составляющей, по мнению А.Л. Воронцовой и Ю.И. Кудрявец (2000) [39] в основе антиметастатического эффекта лекарственного препарата лежат иммунологические (стимуляция цитолитической активности макрофагов, ЕК-клеток и Т-лимфоцитов) и неиммунологические (ингибирование клеточной пролиферации, апоптоз) механизмы. В свете вышеизложенного, наши данные, исследования других авторов, позволяют сказать о наличии у Ukrain соответствующих эффектов. Так, в эксперименте in vitro мы показали, что препарат обладает способностью стимулировать киллерную активность макрофагов на 25,8-75,6 %, пролиферацию Т-активных лимфоцитов на 50% и Т-хелперов на 16%. О повышении цитолитической активности клеток селезенки иммунодефицитных мышей С57ВL/C, перитонеальной вытяжки макрофагов, популяции макрофагов нормальных и опухоленесущих мышей под влиянием Ukrain сообщали и другие авторы [226,275,337,340,369,375]. Реализация такого действия Ukrain осуществляется путем индукции цитокинов [39] и в частности увеличением продукции интерлейкинов, фактора некроза опухоли [223,281,305]. В опытах на перевиваемых штаммах опухолей нами также показано достоверное снижение под воздействием Ukrain пролиферативной активности клеточного пула опухолей W-256 и SM-1 и значимое – для РС-1.


В клинических наблюдениях нами впервые показана способность Ukrain стимулировать образование ЕК-клеток и субпопуляций Т-лимфоцитов как в крови, так и в опухолевой ткани больных с различной локализацией рака; морфологическими исследованиями подтверждены показанные in vitro апоптотический и антиангиогенезный механизмы препарата [310,327,341].


Несмотря на то, что мы не проводили специальных исследований, на основании вышеизложенных данных считаем, , что Ukrain вполне может быть отнесен к препаратам, обладающим антиметастатическим действием, а его использование в онкологии как средства, уменьшающего возможности реализации опухолью метастатического потенциала, вполне оправданным. Возможные механизмы антиметастатического эффекта представлены на рис. 7.3.


Учитывая, что именно описанные выше компоненты антиметастатического иммунного надзора существенно нарушены не только в период прогрессивного роста опухоли, но и в послеоперационном периоде, считаем обоснованным применение Ukrain в качестве индукционной терапии. Следует также заметить, что стрессорное влияние операции может повышать риск метастазирования не только за счет подавления активности иммунных эффекторных клеток, но и за счет увеличения продукции медиаторов воспаления, в частности, фактора некроза опухолей, повышающего в ряде случаев метастатический потенциал опухолевых клеток [82]. К сожалению, несмотря на широкое клиническое применение Ukrain, аспект антиметастатической активности препарата остается практически неиспользованным.
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Рис. 7.3. Механизмы реализации антиметастатического эффекта Ukrain
7.4. Другие эффекты Ukrain

В литературе имеется много сообщений о клиническом применении Ukrain в качестве  монотерапии и в комбинации с другими методами специального лечения. Показано, что применение Ukrain на фоне химио и/или лучевой терапии способствовало уменьшению побочных эффектов и лучшей переносимости последних [16,223,278,280,354,396, 454]. В экспериментах установлено радиопротекторное действие Ukrain, введенного до сеанса лучевой терапии [196]. Имеются данные о достижении стойкой продолжительной ремиссии при лечении Ukrain рецидивных злокачественных новообразований после комбинированной терапии [321,322,328,346,381,392411,428,430,455-457,464]. Результаты эксперимента с резистентными к цисплатине клеточными линиями типа L1210/DDP, L1210/DACH показали способность Ukrain тормозить рост этих клеток [371,447,453]. Вышеприведенные данные убедительно свидетельствуют о правомочности сочетанного применения Ukrain с другими методами специального лечения.


Чрезвычайно важны, на наш взгляд, данные экспериментальных и клинических исследований о наличии у Ukrain антимикробного и противовирусного эффектов, более подробно обсуждаемые нами в главе 1 [272,277,305,333,342,344,348,349,375,396,441]. Косвенным подтверждением противомикробной и антивирусной активности Ukrain могут быть и наши клинические наблюдения. Так, нами было замечено более легкое или абортивное течение острых респираторных инфекций, возникших в процессе лечения Ukrain различных форм рака. Мы наблюдали также уменьшение, по сравнению с контрольными группами, частоты инфекционно-воспалительных осложнений в раннем послеоперационном периоде, что приводило к сокращению сроков послеоперационного стационарного лечения больных РМЖ, получавших Ukrain (гл.4).


Таким образом, все вышеперечисленное позволяет нам рассматривать Ukrain как средство профилактики и лечения оппортунистических инфекций, обусловленных сопутствующей онкопроцессу миелодепрессией. Несомненно, применение Ukrain на различных этапах лечения злокачественных новообразований будет способствовать снижению частоты инфекционных осложнений и, тем самым, улучшать качество жизни больных.

7.5. Опухоль, Ukrain и метаболические процессы на фоне злокачественного роста: уровни и характер взаимодействия


Возникновение злокачественного новообразования сопровождается изменениями промежуточного обмена веществ (метаболизма), проявляющимися на уровне целого организма, отдельных органов, тканей, клеток и ферментативных реакций. Эти изменения определяются, прежде всего, свойствами опухоли как структуры, состоящей из относительно низкодифференцированных клеток, отличающихся нерегулируемым ростом, метастазированием и некрозом.


Активный рост опухоли на фоне относительной редуцированности отдельных химических реакций (в частности,  низкой активности ферментов и скорости ферментативных реакций обмена аминокислот), а также отсутствия совершенных регуляторных механизмов поддержания метаболического баланса в злокачественных клетках приводят к конкурентным взаимоотношениям между опухолью и организмом хозяина в обмене веществ и энергии.


Эти взаимоотношения проявляются в способности опухолевых клеток использовать для генерации энергии и собственного роста пластический материал опухоленосителя. Тем самым в опухоли обеспечивается высокая активность метаболических процессов, в особенности, сопровождающихся образованием значительного количества энергии. Таким образом, субстратное обеспечение опухолевых клеток становиться лимитирующим фактором их роста.


Особенно отчётливо это проявляется в случаях, если в качестве энергетического или пластического материала используются соединения, являющиеся абсолютно или относительно незаменимыми (как, например, некоторые аминокислоты, эссенциальные липиды) для макроорганизма. Кроме того, как известно, значительное количество кофакторов ключевых ферментативных реакций (витамины, микроэлементы) также являются в разной степени незаменимыми нутриентными факторами. 


Степень незаменимости вышеперечисленных соединений на фоне злокачественного роста, таким образом, увеличивается, индуцируя формирование их функционального дефицита как в организме опухоленосителя, так и в самой опухоли. Очевидно, что при дополнительном экзогенном их поступлении ликвидация указанного дефицита будет определятся активностью систем транспорта таких соединений в клетки хозяина или опухоли. Поэтому, например, анорексию на уровне макроорганизма, с одной стороны, и способность опухоли активно “захватывать” эндогенные соединения и нутриенты, с другой, следует считать адаптивными реакциями, обеспечивающими в создавшихся условиях принцип максимального выживания каждой системы. 


Такая своеобразная “метаболическая конкуренция” опухоли и макроорганизма значительно ограничивает возможности метаболической коррекции и терапии онкологических больных в тех случаях, когда это связано с необходимостью введения дополнительных количеств биологически активных соединений природного происхождения (эубиотиков).


Следующим важнейшим элементом, определяющим на биохимическом уровне взаимоотношения опухоль – опухоленоситель является фазовость роста опухоли, в частности – периоды массивного некроза раковых клеток, сопровождающиеся появлением в жидкостях и тканях хозяина значительных количеств широкого спектра недоокисленных продуктов и высокоактивных прооксидантов, индуцирующих сдвиг окислительно-восстановительного потенциала и метаболический дисбаланс в нормальных клетках. 


Описанные тенденции при раковых заболеваниях особенно отчётливо проявляются в обмене аминокислот. Наш особый интерес к изучению закономерностей формирования фонда свободных аминокислот обоснован тем, что злокачественный рост:

1. На фоне анорексии вызывает количественную недостаточность незаменимых и относительно незаменимых аминокислот в организме, одновременно, в результате активации процессов деградации эндогенных белков и аминокислот, индуцируя отрицательный азотистый баланс;

2. Нарушает процессы всасывания и транспорта свободных аминокислот;

3. Сдвигая окислительно-восстановительный потенциал клеток, нарушает взаимоотношения анаболических и катаболических реакций в обмене аминокислот;

4. Токсическое действие продуктов распада опухоли блокируется непосредственно взаимодействующими с ними (цистин, лизин) аминокислотами или их производными (глутатион), что приводит к дефициту этих соединений;

5. Изменяет соотношение и активность сопряжённых с промежуточным обменом аминокислот метаболических процессов (гликолиз, глюконеогенез), а также процессов образования и потребления энергии;

6. Кроме того, как уже указывалось выше, аминокислоты и их производные являются естественными регуляторами активности процессов пролиферации, дифференциации и апоптоза злокачественных клеток. 


Всё перечисленное обосновывает необходимость понимания закономерностей формирования аминокислотного дисбаланса и открывает перспективу создания композиций этого класса соединений и специализированных миниаминозолей для метаболической терапии злокачественного роста.


На основании представленных в работе литературных данных и результатов собственных исследований можно заключить, что реализация биологической активности Ukrain при злокачественном росте может осуществляться по несколькими относительно независимыми путями:

1. Канцеростатическое действие, опосредованное снижением активности лимитирующих рост опухоли метаболических реакций, процессов ангиогенеза с образованием соединительнотканной капсулы вокруг первичной опухоли, препятствующей её росту и распространению опухолевого процесса, активация протеолиза и распада структурных элементов канцероцитов [235,257, 319,327,337,355,375,380], гл.3,6;

2. Иммуномодулирующее и корригирующее действие на макроорганизм и активация специфического противоопухолевого иммунитета [173,319,353, 370,371,375,396,421], гл.4;

3. Устранение метаболического дисбаланса – нарушений в последовательности химических превращений эндогенных соединений до их конечных продуктов с образованием и расходованием энергии в нормальных клетках на уровне воздействия на регуляторные звенья метаболических потоков в организме опухоленосителя (метаболическая коррекция и терапия), гл.5.


По нашему мнению, принципиально важным является то, что применение Ukrain в качестве средства неоадъювантной терапии опухолей, кроме свойственных ему прямых цитостатического и иммуномодуляторного эффектов, одновременно позволяет реализовать все принципы метаболической терапии: воздействие на регуляторного звено метаболического пути, ответственное за основные проявление метаболического дисбаланса, системный и длительный характер воздействия, возможность сочетания терапии Ukrain с классическими способами противоопухолевой терапии. Применение Ukrain, таким образом, при практически полном отсутствии побочных эффектов, достаточно высокой степени специфичности, усилении терапевтического эффекта других видов терапии, отсутствии ограничений по времени, облегчает достижение основной цели метаболической терапии – повышение эффективности, переносимости, снижение побочных эффектов и осложнений традиционных способов лечения. 


Специфические эффекты Ukrain при применении его в эксперименте (гл.3) и клинике (гл.4-6) подробно описаны и проанализированы нами выше. При этом указано, что по сравнению с широко известными химиопрепаратами, Ukrain присущ бимодальный (цитостатический /цитолитический и иммуномодуляторный) механизм специфического противоопухолевого действия. 


В свою очередь, реализация метаболического действия препарата может осуществляться также на нескольких уровнях.


Так, как показано нами выше при исследовании фармакокинетики (количественной оценки присутствия in vivo с помощью математических методов) (гл. 3), опухоленосители по сравнению со здоровыми животными отличаются избирательным накоплением препарата в опухолевой ткани. При этом связывание Ukrain тканями обратимо, а более длительное нахождение препарата в организме опухоленосителей, очевидно, объясняется селективным и более быстрым по сравнению со здоровыми тканями проникновением в опухолевую ткань. 


Такая тропность препарата по отношению к новообразованиям даёт основание считать, что специфические противоопухолевые и метаболические эффекты, установленные нами при введении препарата in vivo в эксперименте и при исследовании в клинике, непосредственно индуцированы Ukrain и связаны с его избирательным накоплением в опухолевой ткани. 


При этом однонаправленность метаболических эффектов Ukrain по спектру свободных аминокислот и их производных (обогащение суммарного фонда гликогенных и серусодержащих аминокислот) в различных опухолях (W-256, PC-1, SM-1 у крыс, рак молочной железы, мочевого пузыря, простаты у человека) предполагает наличие биологической закономерности в действии препарата на процессы формирования фонда этих соединений за счёт гидролиза структурных и функциональных протеинов опухоли, а также реакции синтеза и утилизации свободных аминокислот. Особенно примечательной в этом отношении является выявленная нами закономерность повышения под действие Ukrain концентрации свободного пролина во всех исследованных в условиях эксперимента (гл. 3) и клиники (гл. 5) опухолях. 


Сопоставление повышенного уровня этой аминокислоты с данными морфологических исследований (гл. 6) позволяет заключить, что активация синтеза или высвобождение пролина в результате гидролиза пролинсодержащих полипептидов под действием Ukrain является биохимическим механизмом, способствующим образованию соединительнотканной капсулы опухоли, облегчающим не только хирургическую ликвидацию неоплазмы, но и препятствующим её росту и метастазированию.


Важнейшие метаболические процессы, связанные с промежуточным обменом аминокислот относительно компартментализованы в цитоплазме (трансаминирование) или в митохондриях (декарбоксилирование) раковых клеток. При этом, как подтверждено методами иммунофлуоресценции (гл. 6), на первом этапе происходит взаимодействие Ukrain с мембранными структурами злокачественных клеток и его трансмембранный перенос в цитоплазму и ядро. Это предположение подтверждается также установленными нами для опухолей изменениями в уровнях аминокислот (серин) и родственных соединений (этаноламин, фосфоэтаноламин), превращения которых тесно связаны с синтезом фосфолипидов мембран.


Кроме того, взаимодействие Ukrain с цитоплазматическими структурами и белками злокачественных клеток может одновременно индуцировать активацию протеолиза в лизосомах, ингибировать синтез белка de novo на рибосомах эндоплазматического ретикулума, как продемонстрировано нами для исследованных в эксперименте опухолей (гл. 3).

На основании полученных нами экспериментальных результатов при исследовании активности лимитирующих реакций гликолиза, глюконеогенеза, цикла трикарбоновых кислот, а также изменения концентраций субстратов основных метаболических потоков в первичных опухолях, обосновано предположение о взаимодействии Ukrain также с мембранами митохондрий: это подтверждается как данными морфологического исследования новообразований (гл. 6), так и обнаруженными биохимическими сдвигами – в опухолях выявлено значительное снижение активности исследованных метаболических процессов (гл. 3,5). 


При этом в качестве одного из механизмов канцеростатического действия Ukrain, возможно, выступает изменение процессов транспорта и реакций промежуточного обмена аминокислот в опухоли.


Кроме того, обнаруженное нами при исследовании аминокислотного фонда опухолей, в частности рака мочевого пузыря, сочетанное снижение уровней глутамина и лейцина (эффекторов клеточной пролиферации и биосинтеза белка) на фоне повышения концентраций аминокислот в окружающей здоровой ткани после применения Ukrain, вероятно, является специфическим признаком его противоопухолевого эффекта и предполагает его канцеростатическое действие на уровне регуляции процессов формирования аминокислотного фонда.


Оценка метаболического действия Ukrain на макроорганизм произведена нами на основании определения вышеперечисленных показателей метаболического контроля в экспериментальных ситуациях (гл. 3) в печени и плазме крови опухоленосителей и в клинике (гл. 5). 


Анализ всего массива представленных в работе результатов доказывает однонаправленность эффектов препарата в условиях экспериментов и клиники по выбранным нами основным метаболическим критериям.


Так, очевидно, что назначение Ukrain на фоне злокачественного процесса практически всегда сопровождалось значительным приближением активностей процессов и уровней исследуемых соединений к нормальным значениям, а формирующуюся под действием препарата картину в обмене веществ опухоленосителя следует в целом расценивать как благоприятную ситуацию условного “метаболического комфорта”.


Предлагаемая нами последовательность доказательств достаточно убедительно согласуется с результатами, полученные нами методами морфологического исследования опухолей молочной железы и мочевого пузыря и определением гистохимическими методами активностей лимитирующих энергообразование дегидрогеназ в опухоли (гл.6). Они свидетельствуют об истощении пула высокоэнергетических соединений и никотинамидных коферментов, активации лизосомальных ферментов, уменьшении содержания митохондрий и нарушении их структуры, фрагментацией ДНК и ингибировании ангиогенеза в опухолях под действием препарата.


Складывающаяся под действием препарата ситуация в обмене веществ предполагает каскад реакций в опухоли (активацию глюконеогенеза и реакций оксидоредукции, ингибирование процессов гликолиза, активностей реакций трансаминирования и энергопродукции), направленных на ингибирование ее роста и практическую реализацию важнейшего принципа регуляции метаболизма, соответствующего основному условию деятельности макроорганизма – сохранению его структурной стабильности и функциональной активности.


Так, с полной уверенностью можно заключить, что выявленные нами закономерности в процессах формирования пула свободных аминокислот и их производных в жидкостях и тканях опухоленосителей в целом демонстрируют нормализующее действие препарата на спектр исследованных показателей, нивелируя характерные для опухолевого процесса дисаминоацидемию с характерными признаками гипоаминоацидемии, тем самым способствуя восстановлению метаболического баланса. 


Метаболические эффекты Ukrain при злокачественном росте представлены на рис. 7.4.
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Рис. 7.4. Метаболические эффекты Ukrain
7.6. Результаты лечения больных злокачественными опухолями молочной железы и мочевого пузыря с применением препарата Ukrain

7.6.1. Результаты лечения больных РМЖ


По итогам 5-летних наблюдений нами оценены результаты лечения больных РМЖ при применении различных схем воздействия на опухолевый процесс. Как видно из рисунка 7.5, показатели 5-летней общей выживаемости составили в 1-й контрольной группе 72,0 ± 9,6%, в группе больных с предоперационной лучевой терапией – 76,0 ± 8,5%. В группе Контроль 1 за весь период наблюдения смертельные исходы зарегистрированы в 7 (28%) случаях (6 из них - от прогрессирования основного заболевания), в группе Контроль 2 из 6 (24%) случаев смерти пять были обусловлены прогрессированием основного заболевания.


Показатели 5-летней безрецидивной и безметастатической выживаемости оказались равными в группе Контроль 1 64,0 ± 9,6% и в группе Контроль 2 – 71,9 ± 9,1% (рис. 7.6). За весь период наблюдения в группе Контроль 1 возникло 9 (36%) рецидивов и отдаленных метастазов, в то время как в группе Контроль 2 их частота составили 28% (7 случаев). Применение предоперационной лучевой терапии в интенсивно-концентрированном режиме не влияет на частоту развития отдаленных метастазов, но уменьшает количество местных рецидивов у больных РМЖ. Полученные нами результаты по анализируемым группам больных в целом соответствуют приведенным в литературе данным [86,87,122,127,128,157,158,193,211].
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Рис. 7.5. Показатели 5-летней общей выживаемости больных РМЖ при системной терапии Ukrain в различных дозах
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Рис. 7.6. Показатели 5-летней безрецидивной и безметастатической выживаемости больных РМЖ при системной терапии Ukrain в различных дозах


Анализ показателя 5-летней общей выживаемости позволил установить, что в группах больных РМЖ, получавших Ukrain по 50, 100 и 200 мг на курс, величина последнего составила 88,0 ± 6,4%, 92,0 ± 5,4% и 88,0 ± 6,4% соответственно. В группах Ukrain 100 и Ukrain 200 за весь период наблюдения смертельные исходы наступили только от прогрессирования основного заболевания и составили по 3 (12%) в каждой группе, а в группе Ukrain 100 было зарегистрировано 2 смерти (8%). Таким образом, по сравнению с контрольными группами, применение Ukrain позволило увеличить 5-летнюю общую выживаемость больных на 16-20%. По нашим данным, увеличение выживаемости, достигнутое проведением системной нео- и адъювантной терапии Ukrain, существенно не зависит от применяемой дозы препарата.


Показатели 5-летней безрецидивной и безметастатической выживаемости составили в группе Ukrain 50 84,0 ± 7,3%, Ukrain 100 – 88,0 ± 6,4% и Ukrain 200 – 84,0 ± 7,3%. За анализируемый период в группах, получавших Ukrain, диагностировано от 12 до 16% (3-4 случая) местных рецидивов и отдаленных метастазов, что более, чем в 2 раза меньше, чем в группах контроля. 


Полученные нами результаты лечения больных РМЖ позволяют предположить, что применение Ukrain явно улучшает местный контроль заболевания (количество местных осложнений уменьшилось с 28-36% до 12-16%). В данной ситуации, при относительно непродолжительных сроках наблюдений, не совсем ясно значение Ukrain для «дистанционного» контроля (то есть отдаленного метастазирования) опухолевого процесса, так как количество отдаленных метастазов не изменялось.


Таким образом, проведенные клинические исследования показали, что системная терапия Ukrain в избранном нами режиме при РМЖ улучшает показатели безрецидивной выживаемости, по сравнению с контрольными группами больных, на 20-24% за счет снижения вероятности развития рецидива заболевания и/или отодвигания сроков развития отдаленных метастазов и на 16-20% увеличивает общую выживаемость при высоком качестве жизни женщин. К сожалению, малое число наблюдений не позволяет нам получить достаточно корректные сравнительные результаты при определении общей выживаемости и провести многофакторный статистический анализ по другим показателям исследуемых групп. Однако, приведенные выше данные, несомненно свидетельствующие об эффективности Ukrain при лечении РМЖ, позволяют сформулировать предпосылки, которые могут быть положены в основу дальнейших разработок схем лечения с применением препарата.


7.6.2. Результаты лечения больных РМП


Основным методом лечения поверхностных форм РМП является оперативный. Однако результаты одного хирургического лечения больных РМП часто остаются неудовлетворительными. Основной проблемой являются частые рецидивы и прогрессирование опухоли. По мнению Фигурина К.М. (1999) [175] лечение поверхностных форм РМП должно быть комбинированным и включать удаление опухоли, профилактику рецидивов и предотвращение прогрессирования процесса.. Среди способов удаления опухоли в настоящее время чаще всего применяется трансуретральная электрорезекция (ТУР) опухоли, а в профилактика рецидивов и прогрессирования опухолей наиболее эффективны внутрипузырная химио- и иммунотерапия. При проведении внутрипузырной химиотерапии поверхностного РМП с наилучшей стороны зарекомендовали себя митомицин С, доксорубицин и тиофосфамид. Данные препараты широко используются для профилактического лечения после ТУР мочевого пузыря и снижают частоту рецидивов опухоли на 15-18 %. Проведенные в последние годы независимые рандомизированные исследования в различных онкологических центрах показали, что внутрипузырная химиотерапия снижает частоту и отдаляет сроки возникновения рецидивов поверхностного РМП, но не влияет на частоту прогрессии опухоли, эффективность химиотерапии значительно выше у больных с впервые установленным диагнозом, чем у больных с рецидивным РМП [175,197,334,442]. В сравнительном аспекте среди вышеназванных химиопрепаратов наиболее эффективным оказался тиофосфамид [175]. В тоже время, в результате местного раздражающего действия химиопрепаратов часты такие осложнения, как острые и хронические циститы, рубцовое сморщивание мочевого пузыря, стриктуры мочеточников. Возможны и общие токсические реакции.


С 70-х годов изучаются возможности проведения внутрипузырной иммунотерапии и иммунопрофилактики поверхностного РМП. Из неспецифических методов иммунотерапии «золотым стандартом» лечения поверхностного РМП является внутрипузырная терапия вакциной БЦЖ, преимущество в эффективности которой перед цитостатиками признается многими исследователями. Однако, местные и общие побочные реакции, системные осложнения (вплоть до развития туберкулеза), особые условия и показания к назначению являются основным фактором, ограничивающим применение вакцины БЦЖ [154].

Вместе с тем в последние годы для иммунотерапии поверхностного РМП стали широко применяться рекомбинантные цитокины, лечение которыми показали обнадеживающие результаты [3,154].


Нами изучены ближайшие результаты (до 3 лет) лечения Ukrain больных поверхностным РМП (рис. 7.7). 
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Рис. 7.7. Влияние Ukrain при различных способах его применения на показатели безрецидивной выживаемости больных РМП. 


В качестве исторического контроля взята группа из 36 первичных больных, сопоставимая по возрасту, полу, распространенности опухолевого процесса и дифференцировке опухоли, лечение которых состояло только в ТУР опухоли. Во всех анализируемых группах за время наблюдения умерло 5 пациентов (2 – в контрольной группе, 2 – в группе Ukrain 100 и 1 – в группе Ukrain 150). Во всех случаях причиной смерти были сопутствующие заболевания. 


Как видно из рисунка 7.7, 3-летняя безрецидивная выживаемость в контрольной группе составила 42,0 ± 8,3%, что соответствует данным литературы [3,154,175,334]. Основными причинами такой высокой частоты рецидивов опухоли после ТУР называются мультифокальный характер неопластических изменений уротелия, множественность опухолевых зачатков, наличие невыявляемых очагов carcinoma in situ, высокая вероятность имплантации опухолевых клеток во время операции [3,175]. Как правило, при развитии рецидива снижается степень дифференцировки опухоли, возрастает глубина инвазии, что значительно ухудшает прогноз [3,154].


Оценка 3-летних результатов безрецидивной выживаемости при неоадъювантной терапии Ukrain в двух режимах его введения показала, что препарат достоверно снижал частоту рецидивов у первичных больных РМП (42,0 ± 8,3% в группе контроля, 75,0 ± 8,3% и 83,3 ± 8,0% в группах Ukrain 100 и Ukrain 150 соответственно). Можно также предположить, что препарат, вероятно, окажется эффективным средством профилактики продолжающегося роста опухолей мочевого пузыря, так как в опытных группах мы не выявили случаев прогрессирования процесса (анаплазии, увеличения глубины инвазии).


Несколько неожиданными для нас был анализ сравнительных результатов лечения РМП в опытных группах, то есть получавших Ukrain: при выявленных практически одинаковых результатах клинико-лабораторных, иммунологических, морфологических и других исследований, 3-летняя безрецидивная выживаемость оказалась несколько лучше в группе больных, получивших сочетанную (в/венно и в/пузырно) терапию Ukrain (75,0 ± 8,3% и 83,3 ± 8,0%). Такое различие в результатах лечения, на наш взгляд, связано с внутрипузырным компонентом лечения.


В основе этого предположения, по нашему мнению, лежат следующие обстоятельства. Во-первых, при удалении опухоли ТУР могут оставаться не диагностированные очаги carcinoma in situ, сопутствующие папиллярные опухоли с последующей их малигнизацией, возможно также развитие имплантационных метастазов. В этих ситуациях местное применение Ukrain будет, вероятно, более эффективным и выигрышным в плане профилактики рецидива. С другой стороны, как мы указывали выше, среди применяющихся химиопрепаратов для внутрипузырной терапии, наиболее эффективным является тиофосфамид [175] – структурный компонент Ukrain. Это, а также наличие у Ukrain иммуномодуляторного эффекта и сказались, вероятно, на снижении частоты возникновения рецидивов при внутрипузырном введении препарата, по сравнению с группой больных, которым препарат вводился только внутривенно.


Все вышеизложенное, а также выявленный при цистоскопическом исследовании объективный эффект, представляющий собой сумму полных и частичных регрессий и составивший для больных РМП, получавших системную терапию Ukrain, 60,7% и сочетанную – 70,8% (гл.4), позволяет нам рассматривать Ukrain как перспективный препарат в комбинированном лечении и профилактике рецидивов поверхностного РМП и, возможно, прогрессирования процесса. На наш взгляд, наиболее оптимальной выглядит схема сочетанной индукционной терапии (1-2 курса), затем, при показаниях – ТУР остатков опухоли и 3-4 курса сочетанной (внутривенно и внутрипузырно) адъювантной терапии в последующем. При этом, считаем целесообразным внутрипузырную дозу препарата увеличить до 15-20 мг на инстилляцию.

7.7. Практические рекомендации по применению Ukrain для лечения онкологических больных


Изложенные выше экспериментальные предпосылки и опыт клинических наблюдений дают основание рассматривать в механизме действия Ukrain не только специфический (прямой противоопухолевый, иммуномодуляторный, антиметастатический эффекты), но и неспецифический (коррекция метаболизма, противоинфекционный эффект) компоненты, в результате чего препарат, помимо доказанной собственной противоопухолевой активности, способен предотвращать негативные последствия хирургического и химиолучевого стресса (рис. 7.8). Оценивая в целом эффективность и переносимость Ukrain как активного биологического модификатора в онкологии, можно отметить, что он, вероятно, является близким к «оптимальному» средством лечения рака. Такого рода заключение основано, с одной стороны, на его способности оказывать различные эффекты на организм, а с другой – на прекрасной переносимости препарата, отсутствии побочных эффектов при его даже длительном применении.
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Рис. 7.8. Спектр биологической активности Ukrain

Представленные нами выше данные обосновывают целесообразность его применения в лечении онкологических больных и позволяют сформулировать следующие рекомендации.


1. Считаем целесообразным назначение Ukrain перед хирургическим вмешательством в качестве эффективной индукционной терапии. Такое назначение позволит, вероятно, предотвратить возможный метастатический всплеск, обусловленный снижением иммунологического гомеостаза, и будет способствовать ранней эрадикции микрометастазов. Препарат будет способствовать нормализации метаболического дисбаланса в организме больного, что будет стимулировать благоприятное течение послеоперационного периода.


Преимуществами такого назначения Ukrain также будут раннее начало системного лечения, целенаправленное влияние на биологическую активность первичной опухоли, определение ее индивидуальной чувствительности к препарату, что важно для планирования дальнейшего лечения, повышение, наконец, абластичности операции. Особенно, считаем, целесообразным применение Ukrain при раке молочной железы–заболевании, которое, по мнению B.Fisher [285], изначально носит «системный» характер, а судьбу больных определяют «поведение» скрытых метастазов, а также степень их уничтожения адъювантной лекарственной терапией. В этой ситуации препарат может применяться по 10 мг внутривенно ежедневно или через день, 100 мг на курс. Через 5-7 дней после окончания лечения может выполняться оперативное вмешательство.


2. В раннем послеоперационном (7-20 день) периоде необходимо, вероятно, проведение одного курса лечения с целью обеспечения прямого контакта Ukrain с циркулирующими опухолевыми клетками и развития их апоптотической гибели. Такой курс может составить 50 мг (по 5 мг ежедневно).


3. В течение первых 2-3 лет после операции Ukrain может применяться для поддержания иммунного гомеостаза и как фактор антиангиогенезной терапии с целью подавления пролиферации микрометастазов, индукции и усиления апоптоза в опухолевых клетках и коррекции метаболического дисбаланса, нормализации детоксицирующей функции печени. В этой ситуации курсовая доза Ukrain должна составлять 100 мг (по 10 мг через 2-3 дня); в течение первого года после операции курсы должны проводиться 1 раз в 3 месяца, на 2 и 3 году – 1 раз в полугодие.


4. Ukrain может применяться одновременно с проведением лучевой терапии в различных режимах для усиления цитолитической и апоптотической гибели опухолевых клеток, индуцированной ионизирующим излучением и для коррекции метаболического дисбаланса в организме опухоленосителя. В зависимости от режима лучевой терапии препарат может применяться по 5-10 мг ежедневно или через день до суммарной дозы 50-100 мг.


5. Вероятно, целесообразно использование Ukrain в синхронном или метахронном режиме в комбинации с цитостатическими препаратами для повышения их эффективности за счет аддитивного или синергического действия препарата с химиопрепаратами, усиления апоптоза в опухолевых клетках, подавления роста репопуляции выживших опухолевых клеток, вероятно, повышения их чувствительности к эффекторам иммунной защиты, снижения иммуносупрессивных эффектов полихимиотерапии, предотвращения формирования лекарственно-резистентных клонов опухолевых клеток. В этой ситуации доза Ukrain может варьировать от 50 до 100 мг на курс.


6. Следует отметить, что применение более высоких доз Ukrain в описанных выше ситуациях, как показали наши исследования, с точки зрения реализации основных эффектов препарата нецелесообразно и экономически не оправдано. Вместе с тем, проблема оптимизации доз и схем комплексного применения Ukrain в сочетании с лучевой терапией, цитостатическими и гормональными препаратами нуждается в дальнейшей разработке.

Заключение


1. Ukrain на 3-4 сутки после его добавления в инкубационную среду в концентрациях 2,5-5,0 мг/мл ингибирует (на 91-96%) размножение опухолевых клеток HeLa. В системе in vitro препарат пропорционально времени инкубации ингибирует синтез белка в клетках миелобластной лейкемии, рака молочной и предстательной желез на 70,6, 70,1 и 75,4% соответственно.


2. Ukrain способен избирательно накапливаться в опухолевой ткани W-256 после его однократного внутривенного введения крысам-опухоленосителям в дозе 0,25 мг/кг. Наличие опухоли приводит к снижению концентрации Ukrain в плазме крови и нормальных тканях по сравнению с интактными животными; опухоленосители отличаются от интактных животных ускоренным исчезновением препарата из плазмы крови за счет его перераспределения в периферический компартмент, что подтверждается значительно меньшей величиной стационарного объема распределения, более высоким значением клиренса между центральной и периферической камерами, меньшим значением среднего времени элиминации и большим – распределения.


3. Среди исследованных, помимо опухолевой, тканей крыс печень обладает наиболее высоким сродством к Ukrain, мозг и мышцы – наименьшим, сердце и легкие имеют промежуточные значения. Исчезновение препарата из мозга после однократного введения является наиболее медленным по сравнению с остальными тканями, что может быть результатом низкой проницаемости гематоэнцефалического барьера для Ukrain. Связывание препарата тканями обратимо как у интактных крыс, так и у опухоленосителей W-256, что доказывается близкими значениями констант скорости обратного переноса, а также клиренса между периферической и центральной камерами.


4. Увеличение продолжительности жизни крыс-опухоленосителей и процент торможения роста экспериментальных опухолей (карциносаркомы W-256, SM-1 и РС-1) при курсовом назначении Ukrain в течение 10 суток в дозе 0,25 мг/кг массы тела превышают минимальные критерии эффективности и более выражены при внутривенном по сравнению с внутрибрюшинным способом введения. Выявленная зависимость сохраняется и в степени повреждающего действия препарата на опухоль по морфологическим критериям терапевтического онкоморфоза (индекс повреждения, митотическая активность, увеличение зоны некроза), по исследованным показателям метаболического контроля (активность процессов гликолиза, глюконеогенеза, цикла трикарбоновых кислот, формирование аминокислотного фонда) и наиболее выражена в отношении W-256. Препарат ингибирует на 74,3% белоксинтезирующую активность опухолевых клеток SМ-1.

5. При курсовом назначении препарата крысам-опухоленосителям W-256, S M-1 и РС-1 в дозе 0,25 мг/кг в сутки Ukrain устраняет метаболический дисбаланс, индуцированный злокачественным ростом: ингибирует реакции переаминирования и лимитирующие функционирование лимоннокислого цикла энергопродуцирующие реакции, активирует в печени глюкозо-6-фосфатазу, увеличивая концентрацию глюкозы, соотношение лактат/пируват и уменьшая уровень глюкозо-6-фосфата; устраняет существующий в организме опухоленосителя аминокислотный дисбаланс за счет обогащения суммарного фонда гликогенных и серусодержащих аминокислот, что воспроизводится в эксперименте (W-256, PC-1, SM-1 у крыс) и клинике (рак молочной железы, мочевого пузыря, предстательной железы). Назначение Ukrain в клинике практически всегда сопровождается значительным приближением активностей метаболических процессов и уровней исследованных соединений к нормальным значениям, а формирующуюся под действием препарата картину в обмене веществ можно в целом расценивать как благоприятную ситуацию условного “метаболического комфорта”. 


6. Ukrain обладает иммуномодуляторным действием, реализующимся главным образом путем воздействия на клеточное звено, систему неспецифического иммунитета и показатели местного иммунитета. Наиболее постоянно наблюдаемыми изменениями в иммунной системе являются: повышение содержания общих и Т-лимфоцитов, отношения Т-хелперов к Т-супрессорам, увеличение содержания ЕК-клеток и туморинфильтрирующих лимфоцитов, устранение дисиммуноглобулинемии и накопление IgG в опухолевой ткани.


7. Активация синтеза или высвобождение пролина под действием Ukrain является одним из механизмов лекарственного онкоморфоза при раке молочной железы, способствующим образованию соединительнотканной капсулы опухоли и облегчающим хирургическую ликвидацию неоплазмы, а также препятствующим её росту и метастазированию. Последнее подтверждается наличием антиангиогенезного действия Ukrain in vivo.


8. Канцеростатическое действие Ukrain при раке мочевого пузыря может реализоваться на уровне регуляции процессов формирования аминокислотного фонда в опухолевой ткани, о чем свидетельствует сочетанное снижение уровней аминокислот-эффекторов клеточной пролиферации и биосинтеза белка (глутамина и лейцина) в опухоли на фоне повышения концентраций свободных аминокислот в окружающей ее ткани.


9. Применение Ukrain в комплексной терапии больных раком молочной железы, мочевого пузыря и простаты эффективно с позиций увеличения на 20-24% безрецидивной и безметастатической и на 16-20% общей выживаемости (при раке молочной железы), процента объективной регрессии опухоли (60,7-70,8%) и снижения безрецидивной выживаемости на 33,0-41,3% (рак мочевого пузыря), снижения количества инфекционных осложнений на 8-12% и сокращения сроков послеоперационного лечения на 7-12% при раке молочной железы, а также значительного улучшения качества жизни больных.
Основные практические рекомендации


На основании проведенных нами экспериментальных, клинических исследований и данных литературы мы предлагаем оптимизированные схемы лечения рака молочной железы, мочевого пузыря и простаты.

1. Рак молочной железы I-III стадий. Лечение целесообразно начинать с системной индукционной терапии Ukrain, вводимого внутривенно по 10 мг ежедневно или через день до суммарной дозы 100 мг. Через 5-7 дней выполняется операция. С 7-10 суток после операции проводится курс системной терапии Ukrain по 5 мг ежедневно до общей дозы 50 мг. Через 3 недели после операции показаны 3-4 курса системной адъювантной терапии Ukrain по 10 мг внутривенно через день до общей дозы 100 мг. Интервалы между курсами 3-4 недели. На II и III году после операции проводится 1 такой курс в 6 месяцев. При необходимости проведения больным адъювантной химиолучевой терапии, лечение Ukrain в курсовой дозе 100 мг назначается в метахронном, по отношению к курсам химиолучевой терапии, режиме и затем в течение 3 лет после операции по предложенной выше схеме.

2. Поверхностный рак мочевого пузыря. Первым этапом лечения должна быть неоадъювантная сочетанная терапия Ukrain (внутривенно по 10 мг, 10 инъекций и внутрипузырно по 15-20 мг, 10 инстилляций). При регрессии опухоли целесообразно провести еще 3-4 аналогичных курса с интервалами между ними 2-3 недели под динамическим эндоскопическим контролем и последующим, при необходимости, удалением остатков опухоли ТУР. В дальнейшем, 1 раз в 3 месяца в течение года выполняются курсы сочетанной терапии Ukrain, а в течение II и III года наблюдения проводится 1 курс системной терапии (10 мг внутривенно, 10 инъекций) раз в 6 месяцев. При отсутствии эффекта от 1-2 курсов индукционной терапии препаратом целесообразно перейти к другим методам лечения.

3. Рак предстательной железы. Системные курсы Ukrain (по10 мг внутривенно, до общей дозы 100 мг) необходимо проводить синхронно или метахронно с проводимой гормональной и/или химиолучевой терапией. Интервалы между курсами Ukrain должны составлять 1-3 месяца, в зависимости от эффективности применяемой комплексной терапии. Лечение препаратом считаем показанным в любой стадии опухолевого процесса.
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