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Изучено влияние комбинированного применения протонов в дозе 3 Гр и 1-β-D-арабино-
фуранозилцитозина (АраЦ) на физиологические показатели иммунокомпетентных органов крыс
в отдаленный период: массу селезенки, тимуса, общее количество лейкоцитов, лейкограмму.
Установлено снижение массы тимуса при действии протонов и АраЦ, отмечается тенденция к
снижению массы селезенки во всех экспериментальных группах по отношению к контрольной.
Показано статистически значимое увеличение количества лейкоцитов в группе АраЦ при отсут-
ствии различий в их видовом распределении при визуальном дифференцированном подсчете.
Сделан вывод о том, что дальнейшие исследования в области комбинированного применения
ингибитора репликации и репарации ДНК АраЦ и различных типов ионизирующего излуче-
ния могут быть перспективными в расширении терапевтических возможностей онкологической
практики.

The effect of the combined use of protons at a dose of 3 Gy and 1-β-D-arabinofuranosylcytosine
(AraC) on the physiological parameters of immunocompetent organs on the 90th day was studied:
the weight of the spleen, thymus, total leukocyte count, leukogram. A significant decrease in
thymus mass was established under the combined action of protons and AraC; there was a tendency
towards a decrease in spleen weight in all experimental groups compared to the control group.
A statistically significant increase in the number of leukocytes in the AraC group was detected,
without differences in their species distribution during visual differentiated counting. It is concluded
that further research in the field of combined use of the DNA replication and repair inhibitor AraC
and various types of ionizing radiation may be promising in expanding the therapeutic capabilities
of oncological practice.
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Способность ионизирующего излучения формировать в клетке повреждения ДНК
является одним из важнейших аспектов лучевой терапии, поскольку, как показано
множеством исследований, одновременное нарушение целостности двух нитей ДНК
способно приводить к хромосомным аберрациям, остановке клеточного деления и ги-
бели клеток [1]. Характер повреждений ДНК меняется в зависимости от вида иони-
зирующего излучения и его линейной передачи энергии (ЛПЭ) [2]. С увеличением
значений ЛПЭ увеличивается количество повреждений, возникших в результате пря-
мого взаимодействия излучения с ДНК, таких как двунитевые разрывы (ДР) ДНК,
которые являются одними из самых сложных для репарации. Использование иони-
зирующих излучений с высокими значениями ЛПЭ позволяет увеличить количество
ДР ДНК преимущественно в облучаемом объеме за счет выделения большей энер-
гии на единицу пути заряженной частицы, поэтому использование адронных пучков
остается одним из передовых методов в онкологической практике [3].

Поиск способов повышения эффективности действия ионизирующего излучения
на опухолевые клетки остается актуальным для исследователей вопросом, для реше-
ния которого могут быть использованы не только физические, но и биохимические
средства, способные снижать эффективность процессов репарации ДНК и потенци-
ально увеличивать количество ДР ДНК. Показано, что увеличению количества ДР
при использовании ионизирующего излучения может способствовать 1-β-D-арабино-
фуранозилцитозин (АраЦ). АраЦ является ингибитором репликации и репарации кле-
ток. За счет особенностей химической структуры ДНК-полимеразы могут встраивать
АраЦ во вновь синтезированную молекулу ДНК, что в последующем приводит к
задержке репарации и образованию дополнительных ДР ДНК [4]. Эффективность
данного препарата также подтверждается in vivo в исследованиях на крысах [5].

При выборе противоопухолевой тактики необходимо учитывать индивидуальный
иммунный ответ организма, поскольку накопленные данные указывают на то, что
иммунная система вносит значительный вклад в противоопухолевый эффект тради-
ционных методов лечения опухолей, основанных на химиотерапии и лучевой тера-
пии [6]. Облучение может повышать иммуногенность опухоли, инициировать адап-
тивные и врожденные иммунные реакции, что приводит к системным противоопухо-
левым эффектам внутри и вне поля облучения [7].

В качестве исследуемого биологического материала для анализа иммунного ста-
туса in vivo были отобраны селезенка, тимус, смешанная кровь. Селезенка явля-
ется основным участком адаптивного иммунного ответа на переносимые с кровью
антигены, а также участвует в противоопухолевом ответе [9]. В тимусе происхо-
дит созревание и приобретение специфичности лимфоцитов, а его роль в противо-
опухолевом иммунитете остается предметом исследований до сих пор [10]. Общее
количество лейкоцитов отражает пул клеточных элементов, основная задача кото-
рых — непосредственная защита организма от неблагоприятных факторов. В то же
время циркулирующие лейкоциты рекрутируются в ложе опухоли с помощью провос-
палительных медиаторов и способствуют локальному ангиогенезу [11]. Тем не менее
вклад каждого вида лейкоцитов разнится. Лимфоциты, самый многочисленный вид
лейкоцитов у крыс, обеспечивают клеточный и гуморальный иммунитет как за счет
непосредственного уничтожения патогена клетками-киллерами, так и благодаря гумо-
ральным факторам — продукции антител и цитокинов. К циркулирующим фагоцитам
крови относят нейтрофилы и моноциты, которые привлекаются в участки инфекции
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для распознавания патогенов и последующего их поглощения с целью осуществле-
ния внутриклеточного киллинга. Эти клетки являются представителями врожденного
иммунитета. Эозинофилы представлены в периферической крови в небольших ко-
личествах, к их основным функциям относят участие в аллергических реакциях, а
также защиту организма от внеклеточных паразитов. Однако в последнее время по-
являются данные об их роли и в противоопухолевом ответе [12]. Представленные
в периферической крови в единичных количествах базофилы участвуют в реакциях
гиперчувствительности немедленного типа [13].

Принимая во внимание важность подхода, основанного на модификации биологи-
ческого эффекта протонов, при помощи биохимического метода увеличения количе-
ства ДР ДНК, а именно использования 1-β-D-арабинофуранозилцитозина, мы про-
вели исследование по оценке отдаленных эффектов в отношении иммунного статуса
экспериментальных животных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Лабораторные животные. Эксперимент проведен на половозрелых самцах крыс
линии Sprague Dawley в возрасте 2 меc. Животные категории SPF поступили из
питомника лабораторных животных «Пущино», с момента поступления содержались
в виварии в свободном доступе к воде и корму, с режимом освещения 12 ч свет/12 ч
темнота. Все экспериментальные животные осматривались ветеринарным врачом и
были признаны клинически здоровыми. При содержании животных и проведении
эксперимента руководствовались Директивой 2010/63/EU Европейского парламента
и совета Европейского Союза по охране животных, используемых в научных целях.

Животные были рандомизированы по массе тела и распределены на 4 группы:
— необлученный контроль (n = 6);
— облученные, без введения препарата (n = 5);
— необлученные, с введением препарата АраЦ (n = 5);
— облученные, с введением АраЦ (n = 6).
Введение препарата. Введение препарата осуществлялось струйно в хвостовую

вену за 1–1,5 ч однократно до облучения. Доза АраЦ составила 0,4 г/м2 (68,4 мг/кг).
Облучение. Животные облучались протонами на медицинском пучке ускорителя

фазотрон Лаборатории ядерных проблем им.В.П.Джелепова ОИЯИ. Перед экспо-
зицией крысы были иммобилизованы в индивидуальных фиксирующих контейнерах.
Облучение проводилось краниокаудально в дозе 3 Гр с энергией 170 МэВ и мощно-
стью дозы 0,8 Гр/мин. ЛПЭ протонов в таком пучке составляет 0,47 кэВ/мкм [14].
Животные групп, не подвергавшихся облучению, также помещались в контейнеры
для воспроизведения схожего уровня стресса, что и в облученных группах.

Измерение массы иммунокомпетентных органов. На 90-е сутки после облу-
чения проводилась декапитация с последующим забором биологического материала
для дальнейшего исследования: селезенки, тимуса и смешанной крови. Селезенка
и тимус извлекались и взвешивались с использованием стандартных аналитических
лабораторных весов OHAUS Adventurer Pro. Точность измерения составляла 0,1 мг.

Исследование количества лейкоцитов и лейкограммы. Отбор образцов кро-
ви (n = 22) производился сразу после декапитации. Для оценки показателя числа
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лейкоцитов в периферической крови использовался метод подсчета клеток в каме-
ре Горяева, для чего осуществлялось 20-кратное разведение крови путем добавления
3–5%-й уксусной кислоты. Изучение препаратов крови и подсчет лейкоцитов по ме-
тоду Филиппченко проводились при помощи светового микроскопа БИОМЕД-6 с им-
мерсионным объективом при ×1000 увеличении. Окраска — по методу Романовского–
Гимзе красителем-фиксатором «Гемокрафикс». Регистрация данных осуществлялась
при помощи счетчика лейкоцитарной формулы крови СЛФ-ЭЦ-01-09.

Статистический анализ. Статистическая обработка полученных результатов про-
ведена в программе Jamovi. Для проверки данных на нормальность использовали тест
Шапиро–Уилка. Для оценки различий между средними значениями показателей при-
меняли методы дисперсионного анализа ANOVA Уэлча, критерий Краскела–Уоллиса
и дальнейшее попарное сравнение. Вероятность ошибки p < 0,05 считали достаточной
для вывода о статистической значимости различий.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для оценки модифицирующего влияния АраЦ на иммунный статус при действии
протонов учитывали показатели массы тимуса, селезенки, а также исследовали уро-
вень лейкоцитов и лейкограмму.

Через 90 дней после облучения не было различий в средней массе животных
различных групп (рисунок а). При сравнительном анализе средних значений отме-
чалось статистически значимое снижение массы тимуса (рисунок в) в группе «Про-
тоны + АраЦ» по отношению к необлученным группам, что, по-видимому, связано

Блочные диаграммы показателей массы тела (а), селезенки (б), тимуса (в) и лейкоцитов пери-
ферической крови (г). Статистическая значимость различий при p < 0,05
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Показатели лейкограммы. Среднее значение ± стандартное отклонение

Группа Нейтрофилы Моноциты Лимфоциты Эозинофилы Базофилы
Контроль 8,8± 3,9 1,3± 2 89,8± 4,6 0 0

АраЦ 8,4± 3,8 1,2± 0,8 90,4± 4 0 0

Протоны 12,6± 3,3 1,0± 1,2 85,2± 3,6 1,0± 1 0

Протоны+АраЦ 14,3± 10,8 0,3± 0,5 83,8± 10,8 0,7± 1,2 0,3± 0,8

с использованием сочетанного воздействия тотального облучения и ингибитора ре-
пликации и репарации клеток АраЦ. Инволюция тимуса является известным отда-
ленным эффектом некоторых ингибиторов ДНК, использующихся в онкологической
практике, поскольку системное циторедуктивное лечение нацелено на все пролифе-
рирующие ниши организма, в том числе на пул эпителиальных клеток тимуса [15].
Облучение протонами также вызывает снижение массы тимуса, что наблюдалось и в
работах других авторов [16, 17]. Например, в работе Ambesi-Impiombato F. S. et al.
отмечалось значительное снижение массы тимуса по сравнению с контрольной груп-
пой при облучении мышей протонами [16]. В настоящем исследовании отмечается
тенденция к снижению массы тимуса при облучении протонами, однако статистиче-
ски значимых различий между группами облучения и комбинированного воздействия
не наблюдается.

При сравнительном анализе массы селезенки (рисунок б) не выявлено статисти-
чески значимых различий в средних значениях между группами, однако наблюда-
лась тенденция к снижению данного показателя во всех экспериментальных груп-
пах по отношению к контрольной, схожие результаты отмечались в работе Ambesi-
Impiombato F. S. et al. (2014) [16]. При сравнительном анализе количества лейкоцитов
выявлено достоверное увеличение данного показателя в группе АраЦ (рисунок г) по
отношению ко всем другим группам. Тем не менее средние значения во всех груп-
пах находились в пределах референсного диапазона (5,2–19,0 · 103/мкл) для крыс
линии Sprague Dawley в возрасте 5 мес [18]. При визуальном дифференцированном
подсчете также не отмечалось статистически значимых различий в распределении
лейкоцитов (таблица). Имеющиеся в публикациях данные описывают краткосрочные
эффекты у пациентов с лейкозами и лимфомами, картина крови которых искажается
присутствием большого количества бластных форм лейкоцитов. В нашем исследова-
нии изучено влияние отдаленных эффектов однократного введения АраЦ клинически
здоровым аутбредным животным. Мы не обнаружили в имеющихся публикациях
данных со схожими входными характеристиками, но предполагаем как возможное
влияние АраЦ на активизацию гемопоэза, так и вероятность случайности такой на-
ходки. Поскольку на 25–34 сут после воздействия АраЦ число лейкоцитов приходит
к исходному уровню, мы считаем необходимым продолжать всестороннее изучение
долгосрочных эффектов как применения АраЦ, так и его комбинированного действия
с различными видами ионизирующего излучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Следует отметить, что данные об отдаленных эффектах применения АраЦ в отно-
шении общего количества лейкоцитов являются оригинальными, поскольку в связи с
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особенностями фармакодинамики АраЦ большинство исследований сосредоточено на
его краткосрочных, а не отдаленных последствиях, а классически использующиеся
линии животных являются инбредными.

В ходе данного исследования были сделаны следующие выводы: тотальное об-
лучение крыс протонами в дозе 3 Гр с предварительным введением АраЦ вызывает
достоверное снижение массы тимуса в отдаленный период, тем не менее статистиче-
ски значимых различий между группами облучения и комбинированного воздействия
не наблюдается; показано, что АраЦ вызывает достоверное увеличение количества
лейкоцитов, что не отмечается в группе совместного применения АраЦ и протонов.

Таким образом, по результатам проведенного исследования физиологических по-
казателей иммунокомпетентных органов не было выявлено синергического эффекта
угнетения иммунного статуса в долгосрочном периоде при комбинированном воздей-
ствии АраЦ и облучения протонами с использованием здоровых аутбредных моде-
лей животных. Резюмируя вышеизложенное, необходимо отметить, что дальнейшие
исследования в области комбинированного применения ингибитора репликации и ре-
парации ДНК АраЦ и различных типов ионизирующего излучения могут быть пер-
спективными. Необходимо подчеркнуть важное значение повышения биологической
эффективности ионизирующего излучения при использовании АраЦ для расширения
терапевтических возможностей в онкологической практике.

Данная работа финансировалась за счет средств бюджета Лаборатории радиаци-
онной биологии Объединенного института ядерных исследований. Никаких дополни-
тельных грантов на проведение или руководство данным конкретным исследованием
получено не было.

Авторы данной работы заявляют, что у них нет конфликта интересов.
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