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Неоадъювантная химиотерапия, направленная на подавление метастазирования, является обязательной 
при раке молочной железы приводит также и к угнетению процессов гемо- и лимфопоэза. В последнее время 
ведется исследование эффектов терапии больных с раком фрагментированной ДНК способной активировать 
защитные силы организма и предотвращать угнетение гемо- и лимфопоэза. Однако эффект экзогенной ДНК 
на процесс гемо- и лимфопоэза исследован недостаточно. Проведено исследование эффекта экзогенной 
ДНК при экспериментальном раке молочной железы у крыс линии Wistar на процесс гемо- и лимфопоэза, 
функциональную активность лимфоидных клеток. Терапия фрагментированной ДНК приводит к увеличе-
нию количества спленоцитов, более выраженному снижению количества клеток в костном мозге и отсут-
ствие снижения количества костномозговых мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток.
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Neoadjuvant chemotherapy aimed at the suppression of metastasis, is mandatory in breast cancer leads to the 
suppression of the processes of hemo- and lymphopoiesis. Recently a study of the effects of therapy of patients with 
cancer fragmented DNA able to activate protective forces of the organism and to prevent the suppression of hemo- 
and lymphopoiesis. However, the effect of exogenous DNA on the process of hemo- and lymphopoiesis not studied 
enough. The study of the effect of exogenous DNA in experimental breast cancer in rats Wistar on the process of 
hemo – and lymphopoiesis, functional activity of lymphoid cells. Therapy fragmented DNA leads to an increase in 
the number of splenocytes, higher reduction in the number of cells in the bone marrow and no decline in the number 
of bone marrow multipotent mesenchymal stromal cells.
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Высокая частота рака молочной желе-
зы и низкая эффективность традиционных 
методов терапии диктуют необходимость 
поиска новых средств неоадъювантной 
химиотерапии и средств, способных ни-
велировать побочные эффекты от такой 
терапии [3, 5, 7–8, 10–13]. Известно, что 
препараты нуклеиновых кислот, применя-
емые в терапии пациентов с онкологиче-
ской патологией, способствуют активации 
как факторов неспецифической защиты 
организма, так и факторов специфической 
защиты организма [10]. Однако эффект эк-
зогенной ДНК на гемо- и лимфопоэз при 
онкопатологии, в том числе и при РМЖ, 
изучен недостаточно.

Поэтому целью исследования стало 
изучение влияния полихимиотерапии на 
параметры иммунной системы in vivo на 
фоне лечения фрагментированной ДНК из 
плаценты человека у крыс линии Wistar 

с РМЖ, индуцированным введением метил-
нитрозомочевины.

Материалы и методы исследования

Эксперименты на лабораторных животных про-
ведены в соответствии с «Правилами работ с исполь-
зованием экспериментальных животных» (Приложе-
ние к приказу Министерства здравоохранения СССР 
от 12.08.1977 г. № 755) и с соблюдением принципов 
Хельсинкской декларации BMA (2000). Эксперимент 
выполнен на 25 крысах-самках линии Wistar с массой 
300–350 г. Животные содержались на стандартной ла-
бораторной диете и имели свободный доступ к воде. 
РМЖ у 21 крысы линии Wistar индуцировали введе-
нием N-метил-N-нитрозомочевины (Sigma-Aldrich, 
США) 5 раз с интервалом в 7 дней подкожно в об-
ласть одной и той же молочной железы (2-я молоч-
ная железа справа) [9]. Было сформировано 6 групп 
животных: 1-я группа – интактные особи (n = 4); 
2-я группа – животным проведено только оператив-
ное удаление пораженной молочной железы (n = 3); 
3-я группа – животным проведено оперативное 
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удаление пораженной молочной железы, подключена 
полихимиотерапия и введение фрагментированной 
ДНК (n = 5); 4-я группа – животным проведено опе-
ративное удаление опухоли и проводилась полихи-
миотерапия (n = 5); 5-я группа – животным не уда-
лялась опухоль молочной железы, но проводилась 
по лихимиотерапия (n = 4). 6-ю группу составили 
животные, которым индуцировали РМЖ (опухоле-
носители), но не проводилось хирургическое вме-
шательство и полихимиотерапия (n = 4). Курс поли-
химиотерапии (ПХТ) включал в себя: 5-фторурацил 
(Ebewe, Австрия) из расчета 15 мг/кг внутрибрюшин-
но на 1 и 8 день курса терапии; метотрексат (Ebewe, 
Австрия) из расчета 2,5 мг/кг внутрибрюшинно на 1 
и 8 день курса терапии; циклофосфан (ОАО «Биохи-
мия», Саранск) из расчета 3 мг/кг внутрибрюшинно 
ежедневно однократно 14 дней. Курс терапии фраг-
ментированной ДНК (5 мг/кг) проводили внутри-
брюшинным введение однократно в течение 14 дней 
через 3 часа после введения циклофосфана. В экс-
периментах использовали субстанцию препарата 
Панаген с содержанием фрагментированной ДНК 
1,7 мг/мл. Препарат Панаген (ЛСР № 004429/08 от 
09.06.08) представляет собой фрагментированный 
нуклеопротеидный комплекс, выделенный из пла-
центы человека. Оперативное лечение проводили 
через 6 месяцев от момента индукции РМЖ. Жи-
вотных из эксперимента выводили через 6 месяцев 
под наркозом (40 мг/кг нембутана внутрибрюшинно; 
Sigma-Aldrich, США), что обусловливалось необхо-
димостью прижизненного сбора лимфы из грудного 
лимфатического протока. Ядросодержащие клетки 
костного мозга (КМ) получали при помощи перфузии 
бедренных костей лабораторных животных [2]. Муль-
типотентные мезенхимальные стромальные клетки 
(ММСК) от линии крыс Wistar (n = 5) получали из 
клеток КМ. Ядросодержащие клетки КМ ресуспен-
дировали в среде DMEM (Биолот, СПб) и пропускали 
через фильтр (размер пор 80 мкм) для удаления кле-
точного дебриса, подсчитывали количество жизне-
способных клеток. Для получения КМ-ММСК ядро-
содержащие клетки КМ инкубировали в пластиковых 
флаконах (TPP, Швейцария) в среде DMEM (Биолот, 
СПб), дополненной 100 мкг/мл гентамицина суль-
фата (Дальхимфарм, Хабаровск), 2 мM L-глютамина 
(ICN, США) и 15 % FCS при 37 °С в атмосфере 5 % 
СО2. Через 48 часов неприкрепленные к пластику 
клетки удаляли, а прилипающую фракцию клеток 
культивировали до получения конфлюэнтного слоя. 
Снятие КМ-ММСК при пассировании осуществляли 
с использованием 0,25 % раствора трипсина/0,02 % 
раствора ЭДТА (ICN, США). Суспензию спленоцитов 
получали измельчением селезенки [2]. Мононуклеар-
ные клетки (МНК) из лимфы получали осаждением 
при 1500 об/мин в течение 5 минут с последующей 
2-кратной отмывкой в забуференном физиологиче-
ском растворе. Пролиферативный потенциал клеток 
КМ, спленоцитов и МНК из лимф оценивали в МТТ-
тесте в присутствии и отсутствии Конканавалина А 
(Sigma-Aldrich, США) в дозе 10 мкг/мл оценивали 
спектрофотометрически (длина волны 492 нм) по 
включению 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-
2Н-тетразолиум бромида – МТТ (Sigma-Aldrich, 
США) через 72 часа и выражали в условных едини-
цах оптической плотности. Статистическую обработ-
ку данных проводили с использованием программы 
Statistica 6.0, меры центральной тенденции и рассея-
ния описаны медианой (Ме), нижним (Lq) и верхним 

(Hq) квартилями; достоверность различия рассчиты-
валась по U-критерию Манна – Уитни, и принима-
лась при значениях p < 0,05 [1].

Результаты исследования 
и их обсуждение

В серии опытов по оценке эффектив-
ности полихимиотерапии на фоне приме-
нения фрагментированной ДНК проведен 
анализ репаративной способности орга-
нов кроветворения и лимфопоэза после 
воздействия на организм повреждающих 
факторов. Как видно из таблицы, статисти-
чески значимых различий по количеству 
МНК в лимфе между группами не выявле-
но, что указывает на тот факт, что прошло 
достаточное время для восстановления 
пула циркулирующих лимфоцитов.

В то же время выявлены статистически 
значимые различия по количеству сплено-
цитов, ядросодержащих клеток КМ и КМ-
ММСК в исследуемых группах животных. 
Так, отмечено статистически значимое уве-
личение количества спленоцитов в группе 
животных, подвергшихся только оператив-
ному лечению, в группе животных, полу-
чавших только ПХТ и комбинацию ПХТ 
с введением фрагментированной ДНК по 
сравнению с контрольной группой живот-
ных и группой сравнения по РМЖ. Однако 
в группе животных, подвергшихся опера-
тивному вмешательству с проведением нео-
адъювантной ПХТ, отмечено статистически 
значимое снижение количества спленоци-
тов в сравнении с остальными группами 
животных. Что касается количества клеток 
КМ, то выявлено статистически значимое 
снижение их количества во всех экспери-
ментальных группах животных с РМЖ по 
сравнению с интактными животными. В то 
же время наиболее выраженное подавление 
количества клеток в КМ отмечено в груп-
пе животных, подвергшихся оперативному 
вмешательству и получавших ПХТ в комби-
нации с фрагментированной ДНК, в груп-
пе животных, получавших только ПХТ, 
и в контрольной группе животных по РМЖ. 
По количеству КМ-ММСК в исследуемых 
группах также выявлены статистически 
значимые различия. Так, выявлен парадок-
сальный факт статистически значимого 
увеличения количества КМ-ММСК в груп-
пе животных с РМЖ, подвергшихся только 
оперативному вмешательству по сравнению 
с остальными группами животных. Не вы-
явлено статистически значимого различия 
по количеству КМ-ММСК между интакт-
ными животными и группой, получавшей 
терапию фрагментированной ДНК. Количе-
ство КМ-ММСК в группах, подвергшихся 
ПХТ без оперативного вмешательства или 
же с оперативным вмешательством, а так-
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же в контрольной группе по РМЖ, было ста-
тистически значимо меньшим по сравнению 

с интактными животными и группой крыс, по-
лучавших терапию фрагментированной ДНК.

Абсолютное количество мононуклеаров, спленоцитов, клеток костного мозга 
и костномозговых мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток 

у крыс-самок линии Wistar (Me; Lq-Hq)

Параметры МНК (106) Спленоциты (106) КМ (106) КМ-ММСК (106)
Интактные (1)

4,25; 3,87–6,12

287,5; 277–300
p1-2 = 0,034
p1-3 = 0,014
p1-4 = 0,021

207,5; 195–225
p1-2 = 0,034
p1-3 = 0,014
p1-4 = 0,021
p1-5 = 0,021
p1-6 = 0,021

1,25; 1,1–1,3
p1-2 = 0,032
p1-4 = 0,020
p1-5 = 0,020
p1-6 = 0,019

Прооперированные без 
ПХТ (2)

8,0; 2,0-10,0

675; 450–675
p2-3 = 0,025
p2-4 = 0,034
p2-5 = 0,034
p2-6 = 0,034

160; 155–175
p2-5 = 0,034
p2-6 = 0,034

2,9; 2,8–3,0
p2-3 = 0,021
p2-4 = 0,032
p2-5 = 0,032
p2-6 = 0,031

Прооперированные 
ПХТ + фрДНК (3)

4,4; 4,0–7,5
350; 350–420
p3-4 = 0,014
p3-6 = 0,014

135,0; 120–155
p3-5 = 0,014
p3-6 = 0,014

1,2; 1,05–1,2
p3-4 = 0,012
p3-5 = 0,012
p3-6 = 0,011

Прооперирован-
ные + ПХТ (4)

6,0; 4,05–8,0
119; 102–136
p4-5 = 0,021
p4-6 = 0,021

153; 144–156,5
p4-5 = 0,021
p4-6 = 0,021

0,75; 0,722–0,77
p4-6 = 0,019

ПХТ без оперативного 
лечения (5) 7,25; 4,75–10,75

350; 300–400
p5-6 = 0,021

87,5; 83,75–93,75
p5-6 = 0,03

0,75; 0,722–0,77
p5-6 = 0,019

Опухоленосители (6) 4,0; 3,5–5,1 262,5; 250–275 68,75; 62,5–77,5 0,42; 0,40–0,45

П р и м е ч а н и я :  МНК – мононуклеарные клетки; КМ – клетки костного мозга; КМ-ММСК – 
костномозговые мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки; ПХТ – полихимиотера-
пия; фрДНК – фрагментированная ДНК из плаценты человека; p – достоверность различий.

Таким образом, с учетом времени, про-
шедшего после проведения различных схем 
лечения животных с РМЖ, выявлена раз-
личная регенеративная способность орга-
нов кроветворения и лимфопоэза. Не всегда 
добавление к стандартной процедуре те-
рапии РМЖ введение фрагментированной 
ДНК статистически значимо улучшала по-
казатели гемо- и лимфопоэза.

Полученные результаты по количе-
ственному составу органов кроветворения 
и лимфопоэза также не противоречат лите-
ратурным данным о нормализации соста-
ва периферической крови после введения 
цитостатических препаратов [5; 13]. Так, 
нами через 2 недели после окончания курса 
ПХТ у экспериментальных животных при 
РМЖ не выявлено статистически значимых 

различий по количеству мононуклеарных 
клеток в лимфе грудного протока между 
всеми группами животных, что указывает 
на тот факт, что органы гемопоэза преодо-
лели повреждающее действие цитостати-
ков. Более того, транзиторная лимфопения, 
возникающая на фоне терапии цитостати-
ками способствует появлению в организме 
нового пула лимфоцитов, способных эф-
фективно оказывать цитотоксический эф-
фект на клетки опухоли [4]. Кроме этого, 
полученные данные о восстановлении пула 
мононуклеарных клеток в лимфе, в том 
числе и на фоне терапии экзогенной ДНК, 
согласуются с данными авторов, указыва-
ющих на стимуляцию процессов регенера-
ции кроветворения введением чужеродной 
ДНК [6]. В то же время, на фоне терапии 
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фрагментированной ДНК животных с РМЖ 
отмечено возрастание количества сплено-
цитов, ядросодержащих клеток костного 
мозга и костномозговых мультипотентных 
мезенхимальных стромальных клеток по 
сравнению с контрольной группой по РМЖ. 
Нами не найдено литературных данных, 
в которых также бы исследовали количе-
ственный состав органов гемо- и лимфопоэ-
за на фоне ПХТ и дополнительного введения 
экзогенной ДНК.

Заключение
Таким образом, терапия фрагменти-

рованной экзогенной ДНК способствует 
уменьшению цитопатического действия 
препаратов полихимиотерапии, но не спо-
собствует полному восстановлению функ-
ции органов гемо- и лимфопоэза.

Выражаем благодарность за техниче-
скую и организационную помощь в прове-
дении экспериментов Алямкиной Е.А., Дол-
говой Е.В., Рогачеву В.А. и Богачеву С.С., 
сотрудникам ИЦИГа.
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