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Меланома ‒ одна из самых агрессивных опухолей, развитие которой сопровождается индукцией
как местного, так и системного воспалительного ответа. В связи с этим при меланомах широко при-
меняют химиотерапевтические агенты в сочетании с иммунотерапией. На модели меланомы В16
нами изучено противоопухолевое, иммуностимулирующее и гепатотоксическое действие иммуно-
стимулирующей РНК (исРНК), представляющей собой короткую двухцепочечную РНК с 3'-высту-
пающими концами, и цитостатика дакарбазина как в режиме монотерапии, так и при их сочетан-
ном применении. Показано, что эти соединения эффективно подавляют рост опухоли, проявляя
при этом синергичное действие. При гистологическом и иммуногистохимическом исследовании
опухолевых узлов обнаружено, что сочетанное применение исРНК и дакарбазина вызывает сниже-
ние митотической активности и более эффективно индуцирует апоптоз в ткани опухоли, чем моноте-
рапия каждым из препаратов. Независимо от схемы лечения в селезенке обнаружены признаки актива-
ции иммунной системы: увеличение числа и диаметра лимфоидных фолликулов, увеличение объемной
плотности белой пульпы. В печени нелеченных животных с меланомой В16 выявлены деструктивные
изменения. Введение исРНК в сочетании с дакарбазином не приводило к дополнительному поврежде-
нию и стимулировало регенеративные процессы в печени животных-опухоленосителей.

Ключевые слова: иммуностимулирующая РНК, меланома, химиотерапия, активация иммунной си-
стемы, гепатотоксичность
DOI: 10.31857/S0026898420020147

ВВЕДЕНИЕ

Меланома – злокачественная опухоль нейро-
эктодермального происхождения, исходящая из
меланоцитов (пигментных клеток), ‒ одна из са-
мых агрессивных опухолей с высоким метастати-
ческим потенциалом. Меланома диагностируется
примерно в 75% случаев всех злокачественных
новообразований кожи [1]. Несмотря на актив-
ную вторичную профилактику и раннюю диагно-
стику, заболеваемость и смертность от меланомы
продолжают расти [2, 3]. Общая заболеваемость
меланомой в мире составляет приблизительно
160000 случаев в год, а смертность – 48000 случа-
ев в год [4].

В настоящее время в основе большинства под-
ходов к лечению меланомы лежит химиотерапия
[5, 6]. При этом основным препаратом является
цитостатик дакарбазин, который относится к ал-
килирующим соединениям и подвергается био-
трансформации в печени с образованием токси-
ческих метаболитов [7].

Развитие меланомы сопровождается индукци-
ей системного воспалительного ответа, аутоим-
мунных реакций, а также токсическим пораже-
нием печени [8‒10]. В связи с этим при меланоме
широко применяют так называемую биохимиоте-
рапию, т.е. химиотерапию в сочетании с иммуно-
терапией, и разрабатывают стратегии усиления
иммунного ответа организма [5, 6, 11]. Клиниче-

Сокращения: исРНК – иммуностимулирующая РНК; ТРО – торможение роста опухоли; CI (combination index) – индекс
комбинирования; DT (doubling time) – удвоение опухоли.
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ские испытания показали повышение эффектив-
ности и улучшение ответа на терапию у пациен-
тов, получавших цитостатическую терапию в со-
четании с иммунотерапией интерфероном-альфа
и интерлейкином-2 [5, 12]. Однако сочетанное
действие дакарбазина и индукторов эндогенного
интерферона ранее не изучали.

Ранее нами была открыта короткая (19 п.н.)
двухцепочечная РНК уникальной последователь-
ности, которая имеет тринуклеотидные выступа-
ющие 3'-концы и обладает выраженной иммуно-
стимулирующей активностью (далее исРНК)
[13]. Показано, что исРНК активирует синтез ин-
терферона-альфа, в значительно меньшей степени
интерлейкина-6 и фактора некроза опухоли-альфа
мононуклеарными клетками периферической кро-
ви человека [13]. В экспериментах с использовани-
ем перевиваемых опухолей показано, что исРНК
индуцирует повышение уровня интерферона-
альфа в сыворотке крови животных-опухолено-
сителей, а также обладает выраженным противо-
опухолевым и антиметастатическим действием в
отношении меланомы В16 и гепатоцеллюлярной
карциномы G29 [14, 15].

В данной работе на модели меланомы В16 на-
ми изучено противоопухолевое, иммуностимули-
рующее и гепатотоксическое действие исРНК в
режиме монотерапии и в сочетании с цитостати-
ком дакарбазином. Показано, что исРНК и да-
карбазин эффективно подавляют рост опухолево-
го узла и проявляют умеренный синергизм при
сочетанном применении.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Лабораторные животные и опухолевые модели.
В работе использовали 10–14-недельных мышей-
самок линии C57Bl/6J развода вивария ИХБФМ
СО РАН (Новосибирск, Россия). Животных со-
держали по 10 особей в клетке при хорошем осве-
щении и свободном доступе к корму и воде. Все
эксперименты на животных одобрены Комисси-
ей по биоэтике Федерального исследовательско-
го центра “Институт цитологии и генетики СО
РАН” (Новосибирск, Россия) (протокол № 22.11
от 30.05.2014 г).

Клетки меланомы мыши В16-F10 (далее мела-
нома B16) получены из банка клеточных культур
Национального медицинского исследовательско-
го центра онкологии им. Н.Н. Блохина (Москва,
Россия). Клетки культивировали в среде DMEM/
IMDM, содержащей 10% эмбриональной сыво-
ротки крупного рогатого скота и 1% раствора ан-
тибиотиков и антимикотика (100 ед./мл пеницил-
лина, 100 мкг/мл стрептомицина и 0.25 мкг/мл ам-
фотерицина), в атмосфере с 5% СО2 при 37°С (далее
стандартные условия), и регулярно пассировали для
поддержания экспоненциального роста.

Иммуностимулирующая РНК (исРНК). Олиго-
рибонуклеотиды (цепь 1: 5'-GUGUCAGGCUUU-
CAGAUUUUUU-3', цепь 2: 5'-AAAUCUGAAAGC-
CUGACACUUA-3') были синтезированы на авто-
матическом ДНК/РНК-синтезаторе ASM-800
(“Биоссет”, Россия) с использованием рибо-β-ци-
анэтилфосфитамидов (“Glen Research”, США).
После полного деблокирования стандартными
методами целевые продукты выделяли с помо-
щью гель-электрофореза в 12%-ном полиакрила-
мидном геле (ПААГ) в денатурирующих условиях
и осаждали этанолом в присутствии ацетата на-
трия (pH 5.2). Олигорибонуклеотиды охаракте-
ризованы с помощью MALDI-TOF на приборе
REFLEX III (“Bruker Daltonics”, Германия). Для
получения дуплекса два комплементарных олиго-
рибонуклеотида (в концентрации 50 мкМ каждый)
инкубировали в 15 мМ НЕРЕS-KOH (рН 7.4), со-
держащем 50 мМ ацетат калия и 1 мМ ацетат маг-
ния. Образование дуплекса проверяли с помощью
гель-электрофореза в 15%-ном нативном ПААГ.

Исследование противоопухолевого действия
исРНК, цитостатика дакарбазина и их комбинации
in vivo. Для формирования первичного опухоле-
вого узла суспензию клеток меланомы В16 (2 ×
× 106 клеток/мл) в 0.1 мл 0.9%-ного раствора хло-
рида натрия вводили подкожно в холку мышей.
Животных распределяли на четыре группы по
10 особей в каждой в соответствии со схемой экс-
перимента. На 8-е сутки после трансплантации
опухоли начинали лечение мышей (схема 1).

Для доставки исРНК в клетки-мишени ис-
пользовали катионные липосомы 2X3-DOPE,
предоставленные М.А. Масловым (Институт тон-
ких химических технологий им. М.В. Ломоносо-
ва, МИРЭА – Российский технологический уни-
верситет, Москва, Россия) [15, 16]. Комплексы
исРНК/2X3-DOPE формировали в бессыворо-
точной среде OptiMEM (“Invitrogen”, США),
смешивая равные объемы раствора липосом (ко-
нечная концентрация 150 мкМ) и исРНК (конечная
концентрация 3.5 мкМ) с последующей инкубаци-
ей в течение 20 мин при комнатной температуре.
Соотношение азот/фосфат (N/P) в комплексах ис-
РНК/2Х3-DOPE составляло 4/1. Комплексы
(10 мкг исРНК на мышь) вводили перитумораль-
но в 200 мкл OptiMEM на 9, 13 и 17 сутки роста
опухоли. Дакарбазин (“Sigma-Aldrich”, США)
вводили мышам внутрибрюшинно в дозе 80 мг/кг
в 200 мкл воды для инъекций на 8, 12 и 16 сутки
роста опухоли.

В течение эксперимента измеряли опухолевые
узлы в трех взаимно перпендикулярных размерах.
Объем опухоли вычисляли по следующей форму-
ле: V = (длина × ширина × высота) × π/6. Время
удвоения опухоли (DT, doubling time) вычисляли
как DT = (t ‒ t0) × ln2/(lnV ‒ lnV0), где (t ‒ t0) ‒ про-
межуток времени между двумя измерениями опу-
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холевого узла, V0 – объем опухоли в момент t0, V –
объем опухоли в конечной точке исследуемого
промежутка времени [17]. В данном случае вели-
чину DT оценивали на линейном участке кривой
роста опухоли (15‒17 сутки).

Индекс торможения роста опухоли (ТРО),
который отражает динамику роста опухоли и
противоопухолевую активность исследуемых
соединений, рассчитывали по следующей фор-
муле: ТРО = (Vконтроль ‒ Vэксперимент)/Vконтроль ×
× 100%, где Vконтроль ‒ средний объем опухоли в
контрольной группе, а Vэксперимент ‒ средний объем
опухоли в экспериментальной группе.

На 24-е сутки мышей выводили из экспери-
мента путем дислокации шейных позвонков.
Производили забор материала (опухолевые узлы,
селезенка, печень) для последующего гистологи-
ческого исследования.

Оценка синергического, аддитивного или анта-
гонистического эффекта соединений при их комби-
нировании. Взаимодействие препаратов оценива-
ли с помощью метода Чоу‒Талалая [18] с после-
дующим расчетом индекса комбинирования
(combination index – CI) с помощью программы
CompuSyn v.1.0. (“ComboSyn, Inc.”, США), исхо-
дя из данных эксперимента. Значения CI интер-
претировали следующим образом: CI < 0.1 –
очень сильный синергизм; 0.1‒0.7 – сильный си-
нергизм; 0.7‒0.85 – умеренный синергизм;
0.85‒0.9 – слабый синергизм; 0.9‒1.1 – аддитив-
ный эффект; 1.1‒1.2 – слабый антагонизм;

1.2‒1.45 – умеренный антагонизм; 1.45‒3.3 – ан-
тагонизм; 3.3‒10 – сильный антагонизм; >10 –
очень сильный антагонизм.

Гистология и иммуногистохимия. Органы и ткани
фиксировали в 10%-ном нейтральном формалине
(“BioVitrum”, Россия), затем образцы обезвожи-
вали в спиртах возрастающей концентрации,
просветляли ксилолом и заключали в парафин
HISTOMIX (“BioVitrum”). Парафиновые срезы
толщиной до 5 мкм окрашивали гематоксилином и
эозином.

Перед иммуногистохимическим окрашивани-
ем проводили депарафинизацию и регидратацию
срезов, а также демаскировку антигенов путем об-
работки в микроволновой печи мощностью 700 Вт.
Срезы инкубировали с первичными антителами к
каспазе-3 (ab2302, “Abcam”, Великобритания) в
соответствии с инструкцией фирмы-производите-
ля. Далее срезы инкубировали с вторичными анти-
телами, конъюгированными с пероксидазой хрена
(“Spring Bioscience Detection System”, CША), и
проявляли в комплексе ДАБ-хромоген. Ядра кле-
ток докрашивали гематоксилином Майера.

Гистологические срезы анализировали на мик-
роскопе Axiostar plus, оснащенном камерой Axio-
cam MRc5 (“Carl Zeiss”, Германия).

Морфометрическое исследование опухолевых
узлов, селезенки и печени. Морфометрический
анализ гистологических срезов опухоли, селезен-
ки и печени проводили с использованием закры-
той тестовой системы из 100 точек площадью

Схема 1. Исследование противоопухолевого действия исРНК, цитостатика дакарбазина и их комбинации на мо-
дели меланомы мыши. Мышам линии C57Bl6J подкожно в холку вводили клетки меланомы В16 (2 × 106 клеток/мл). Да-
карбазин вводили внутрибрюшинно в дозе 80 мг/кг на 8, 12 и 16 сутки после трансплантации опухоли; исРНК вводили
перитуморально на 9, 13 и 17 сутки в дозе 10 мкг на мышь.

Дакарбазин

Меланома B16

Окончание
эксперимента

B16 + дакарбазин +
+ исРНК

B16 + исРНК

B16 + дакарбазин

B16 без лечения
(контроль)

0 8 9 12 13 16 17 24

исРНК
0 9 13 17 24

исРНК
0 8 12 16 24

Дакарбазин
0 24
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3.2 × 106 мкм2 при увеличении микроскопа ×100 и
×400, накладывая сетку случайным образом и
подсчитывая 10‒15 полей зрения в каждом образ-
це, как описано ранее [19, 20].

При проведении морфометрического исследо-
вания опухолевых узлов подсчитывали объемные
плотности (Vv, %) неизмененной опухолевой тка-
ни, лимфоидной инфильтрации и некрозов в тка-
ни опухоли, а также численную плотность (Nv)
клеток в состоянии митоза, и клеток, позитивных
по каспазе-3, в ткани опухоли. Морфометриче-
ское исследование печени включало оценку объ-
емных плотностей нормальных и дистрофически
измененных гепатоцитов, некрозов паренхимы
печени и численной плотности двуядерных гепа-
тоцитов, отражающих регенеративный потенци-
ал печени. При морфометрическом исследова-
нии селезенки подсчитывали объемные плотно-
сти белой и красной пульпы, а также диаметр
лимфоидных фолликулов (мкм).

Объемную плотность гистологической
структуры подсчитывали по формуле: Vv =
= (Pструктура/Pтест) × 100%, где Pструктура ‒ количе-
ство точек, которые приходятся на структуру, а
Pтест ‒ общее количество тестовых точек, в данном
случае 100. Численную плотность гистологической
структуры определяли путем подсчета количества
структур в пределах тестового поля определенной
площади, в данном случае 3.2 × 106 мкм2.

Статистический анализ. Статистическую зна-
чимость результатов определяли с использовани-
ем t-критерия Стьюдента. Различия сравнивае-
мых величин считали статистически значимыми
при р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Противоопухолевое действие различных хими-

чески синтезированных и природных соединений
часто изучают на мышиных опухолевых моделях,
которые могут быть сингенными и ксенографтны-
ми [21]. В сингенных моделях используют линии
опухолевых клеток мышей, трансплантируемые
животным с нормальным иммунитетом. В ксено-
графтных моделях используют мышей с иммуно-
дефицитом, что дает возможность работать с пере-
витыми клетками опухолей человека. Поскольку
исРНК обладает иммуностимулирующим дей-
ствием, нами была выбрана сингенная опухолевая
модель – меланома мыши В16. Эта опухоль разви-
вается в мышах с нормальным иммунитетом, что
позволяет оценить взаимодействие как самой опу-
холи, так и исРНК с иммунной системой, а также
реализовать действие самой исРНК в пределах
организма.

Для формирования первичного опухолевого
узла суспензию опухолевых клеток вводили мы-
шам подкожно в холку. На 8-е сутки после транс-

плантации, когда опухолевые узлы начинали
пальпироваться, из эксперимента исключали жи-
вотных, у которых опухоль не развилась, остав-
шихся распределяли по следующим группам:
1) меланома В16 без лечения (контроль); 2) мелано-
ма В16 + дакарбазин; 3) меланома В16 + исРНК;
4) меланома В16 + дакарбазин + исРНК (схема 1).

Использовали адаптированную для лабора-
торных животных схему введения дакарбазина и
исРНК мышам с меланомой В16, разработанную
в соответствии с дозировкой, кратностью и схе-
мой введения цитостатических препаратов в со-
четании с иммунотерапией, применяемой в кли-
нической практике [5, 22, 23]. Дакарбазин вводи-
ли внутрибрюшинно, поскольку этот способ
обеспечивает хорошую биодоступность препара-
та, делает возможными многократные инъекции
и хорошо переносится животными. Схема введе-
ния исРНК определялась динамикой иммунного
ответа под действием индукторов интерферона.
Ранее мы показали, что максимальное повыше-
ние уровня интерферона-альфа в крови живот-
ных достигается через 6 ч после внутривенного
введения исРНК, за которым следует период ре-
фрактерности, когда организм становится нечув-
ствительным к иммуностимулирующим воздей-
ствиям. Доказано, что повторную инъекцию ис-
РНК можно проводить не ранее чем через 96 ч,
когда наступает период восстановления способ-
ности синтезировать интерферон в ответ на ис-
РНК [15]. Способ введения исРНК был выбран в
соответствии с результатами сравнения эффек-
тивности внутривенного и перитуморального
введения исРНК мышам-опухоленосителям.
Оказалось, что перитуморальное введение ис-
РНК более эффективно при меланоме В16, пере-
витой подкожно [15].

В ходе эксперимента измеряли опухолевые уз-
лы, рассчитывали время удвоения опухоли (DT) и
индекс торможения роста опухоли (ТРО). На ос-
новании этих данных оценивали синергический,
аддитивный или антагонистический эффекты со-
единений при их совместном применении. Жи-
вотных выводили из эксперимента по достиже-
нии этического лимита по размерам опухолей в
контрольной группе (10 мм, хотя бы у одного из
трех взаимно перпендикулярных размеров). По
окончании эксперимента производили забор ма-
териала (опухолевые узлы, селезенка, печень) для
последующего гистологического и морфометри-
ческого исследования.

Противоопухолевое действие исРНК, дакарбазина 
и их комбинации на модели меланомы В16

При подкожной трансплантации меланома
В16 развивается в виде первичного опухолевого
узла и не метастазирует. В ходе эксперимента
объем опухоли в контрольной группе мышей
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быстро увеличивался: DT = 1 ± 0.02 суток. В груп-
пах мышей, получавших дакарбазин и исРНК в
режиме монотерапии, данный показатель соста-
вил 1.5 ± 0.01 и 3.8 ± 0.03 суток соответственно. У
мышей, получавших сочетанную терапию этими
препаратами, DT = 9.9 ± 0.5 суток (рис. 1а).

Ингибирующее действие соединений на опу-
холь оценивали с помощью индекса ТРО. При
применении дакарбазина, исРНК и их комбина-
ции на 10-е сутки после трансплантации опухоли
этот показатель составил 14.5, 55.3 и 93.8% соот-
ветственно (рис. 1б). Далее индекс ТРО продол-
жал повышаться во всех группах и на 17-е сутки
составил 78.3, 98.1 и 99.7% соответственно. Таким
образом, монотерапия исРНК и сочетанная тера-
пия исРНК с дакарбазином приводила к суще-
ственному подавлению роста меланомы В16 по
сравнению с контролем. Дакарбазин подавляет
рост опухоли в заметно меньшей степени, чем мо-
нотерапия исРНК и сочетанная терапия. Напро-
тив, на поздних сроках эффективность исРНК
приближалась к эффективности сочетанной тера-
пии. Таким образом, ведущая роль в реализации
противоопухолевого действия исРНК и дакарба-

зина при их совместном применении принадле-
жит стимуляции иммунного ответа.

Возможный синергический или антагонисти-
ческий эффект взаимодействия препаратов
оценили с учетом противоопухолевого действия
исРНК, дакарбазина и их комбинации. Взаимо-
действие оценивали с помощью метода Чоу–
Талалая с последующим расчетом индекса ком-
бинирования (CI), поскольку при исследовании
препаратов с цитотоксическим или антипроли-
феративным действием невозможно определить
тип взаимодействия путем простого сравнения
эффектов отдельных препаратов и их комбина-
ций. Величина индекса CI, подсчитанная в про-
грамме CompuSyn, составила 0.5 на 10-е сутки
после трансплантации опухоли, что свидетель-
ствует о синергизме исследуемой комбинации,
1.1 на 12-е сутки – указывает на аддитивное дей-
ствие, 0.9 на 15-е и 0.7 на 17-е сутки – выявляет
умеренный синергизм и синергизм соответствен-
но (рис. 1б). Другими словами, в начале терапии и
на поздних сроках развития опухоли наблюдается
синергическое действие препаратов, а в середине
терапии (12–15-е сутки), когда рост опухоли вы-
ходит на плато, разница между действием со-

Рис. 1. Влияние исРНК и цитостатика дакарбазина в режиме монотерапии и при их сочетанном применении на рост
первичного опухолевого узла меланомы В16, перевитой подкожно. Динамика роста (а) и индекс торможения роста
опухоли (ТРО, %) (б) у мышей с меланомой В16 без лечения и после введения исРНК, дакарбазина и их комбинации.
DT – время удвоения опухоли (сутки). CI – индекс комбинирования.
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единений сокращается, и эффективность их со-
четания уменьшается, что может быть связано с
динамикой иммунного ответа при развитии
опухоли и применении средств, обладающих
иммуностимулирующей активностью.

Таким образом, исРНК и дакарбазин, исполь-
зуемые в режиме сочетанной терапии, вызывают
практически полное подавление (99.7%) роста
первичного опухолевого узла меланомы В16, об-
ладают синергическим типом взаимодействия, а
эффект от совместного воздействия превышает
сумму эффектов каждого препарата по отдельно-
сти. Следует отметить, что вклад исРНК в проти-
воопухолевое действие сочетанной терапии боль-
ше, чем вклад дакарбазина, что может быть связа-
но с важностью активации иммунной системы в
терапии меланомы В16.

Влияние исРНК, дакарбазина и их комбинации
на структурную организацию и индукцию апоптоза 

в ткани меланомы В16 у мышей

Важную роль в формировании иммунного от-
вета и эффективности иммунотерапии злокаче-
ственной меланомы играют Т-лимфоциты, кото-
рые формируют микроокружение меланомы, ин-
фильтрируя саму опухолевую ткань и активно
взаимодействуя с клетками опухоли [24, 25]. С це-
лью изучения влияния исРНК, дакарбазина и их
комбинации на структурную организацию ткани
меланомы В16 проведен морфометрический ана-
лиз срезов опухолевых узлов с оценкой выражен-
ности лимфоидной инфильтрации, деструктивных
изменений, а также митотической активности в
ткани опухоли.

Кроме того, представлялось интересным выяс-
нить, индуцируют ли исследуемые соединения апо-
птоз в клетках опухоли. Для этого проводили имму-
ногистохимическое окрашивание срезов монокло-
нальными антителами к каспазе-3, поскольку
известно, что противоопухолевый эффект дакарба-
зина связан не только с метилированием нуклеино-
вых кислот и прямым повреждением ДНК, но и с
индукцией апоптоза в опухолевых клетках [26, 27].

Меланома В16 гистологически представлена
атипичными клетками преимущественно верете-
нообразной формы, содержащими коричневый
пигмент меланин, она имеет типичное строение –
неизмененная опухолевая ткань находится ближе
к периферии, а области некроза располагаются в
центре опухолевых узлов.

На границе между неизмененной и некротизи-
рованной тканью опухоли наблюдается лимфо-
идная инфильтрация, представленная преимуще-
ственно лимфоцитами с незначительной приме-
сью макрофагов и нейтрофилов (рис. 2, верхняя
панель). Ранее мы показали, что лимфоидная ин-
фильтрация меланомы В16 представлена преиму-
щественно CD4 и CD8 лимфоцитами, а введение
исРНК мышам-опухоленосителям стимулирует до-
полнительную миграцию CD8 лимфоцитов в опу-
холевые узлы [15].

В группе нелеченных мышей (контроль) неиз-
мененная опухолевая ткань занимала 62.5 ± 1.9%,
лимфоидная инфильтрация – 16.6 ± 1.3%, а об-
ласть некроза – 20.7 ± 2.4% от всей ткани опухоли
(табл. 1). Численная плотность митозов в ткани
опухоли мышей, не получавших лечение, состав-
ляла 4.1 ± 0.4, а клеток, вступивших в апоптоз –
1.9 ± 0.4 (табл. 1, рис. 2). При введении дакарбази-

Рис. 2. Гистологические срезы (верхняя панель) и иммуногистохимическое окрашивание (нижняя панель) опухоле-
вых узлов мышей с меланомой В16 без лечения и после введения исРНК, дакарбазина и их комбинации. Черные
стрелки указывают на клетки опухоли в состоянии митоза, зеленые ‒ опухолевая ткань в состоянии некроза, синие
стрелки – лимфоидная инфильтрация, красные стрелки – позитивные по каспазе-3 опухолевые клетки.
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на ткань опухоли не изменялась значительно,
имелась лишь тенденция к снижению объемной
плотности некрозов и численной плотности кле-
ток в состоянии митоза, а также увеличение чис-
ленной плотности позитивных по каспазе-3 кле-
ток в 1.6 раза по сравнению с контролем (табл. 1,
рис. 2). При введении исРНК и исРНК в сочета-
нии с дакарбазином наблюдали незначительный
рост деструктивных изменений в ткани опухоли
(некроз). Кроме того, при монотерапии исРНК
наблюдалась тенденция к увеличению лимфоид-
ной инфильтрации опухолевой ткани. В группах
“исРНК” и “исРНК + дакарбазин” выявлено
значительное снижение численной плотности
митозов в 4.6 и 2.9 раза, соответственно, и увели-
чение численной плотности позитивных по кас-
пазе-3 клеток в 2.8 и 3.3 раза, соответственно, по
сравнению с контролем (табл. 1, рис. 2).

Таким образом, введение исРНК в режиме мо-
нотерапии, а также в сочетании с цитостатиком
дакарбазином мышам с меланомой В16 вызывает
значительное снижение митотической активно-
сти и индуцирует апоптоз в клетках опухоли.

Морфофункциональное состояние селезенки
и печени мышей с меланомой В16 без лечения и после 

введения исРНК, дакарбазина и их комбинации

Противоопухолевый препарат дакарбазин не
только оказывает цитотоксическое воздействие
на клетки опухоли, но и обладает иммуномодули-
рующей активностью: вызывает сверхэкспрессию
генов, отвечающих за синтез и секрецию интер-
ферона-гамма, а также повышение содержания
самого интерферона-гамма в сыворотке крови
пациентов с меланомой [28]. Ранее нами было по-
казано, что исРНК вызывает повышение уровня
интерферона-альфа в сыворотке крови, а также
ремоделирование селезенки у животных с мела-
номой В16 [15]. Таким образом, оба соединения
влияют не только на саму опухоль, но и на орга-
низм в целом, вызывая ряд морфологических из-
менений во внутренних органах.

С целью оценки влияния исРНК, дакарбази-
на, а также сочетанной терапии двумя препарата-
ми на морфофункциональное состояние селезен-
ки – органа, морфологические изменения кото-
рого отражают активацию иммунной системы,
проведено морфометрическое изучение срезов
селезенки.

Показано, что селезенка мышей контрольной
группы с меланомой В16 имела типичное строе-
ние, сравнимое со структурой данного органа у
здоровых мышей: белая пульпа была умеренно
развита и представлена лимфоидными фоллику-
лами, большая часть которых лежала изолирован-
но. Объемная плотность белой пульпы в группе
контроля составила 53 ± 2.2%, а диаметр лимфо-
идных фолликулов 288.1 ± 24 мкм (табл. 2). После
применения как исРНК, так и дакарбазина в ре-
жиме монотерапии в селезенке мышей-опухоле-
носителей обнаружены признаки активации им-
мунной системы: увеличение размеров и числа
фолликулов, их слияние между собой, появление
в фолликулах светлых центров. Морфометриче-
ское исследование показало, что признаки имму-
ностимуляции выражены в равной степени во
всех трех экспериментальных группах. Введение
мышам-опухоленосителям как исРНК, так и да-
карбазина, а также комбинации этих препаратов
приводило к увеличению объемной плотности
белой пульпы селезенки в 1.4 раза по сравнению с
контрольной группой и здоровыми животными
(табл. 2). Кроме того, выявлено увеличение диа-
метра лимфоидных фолликулов в 1.5 раза после
введения дакарбазина и дакарбазина в сочетании
с исРНК и в 1.7 раза после введения исРНК в режи-
ме монотерапии (табл. 2). Таким образом, морфо-
функциональные изменения селезенки свидетель-
ствуют об активации иммунной системы под дей-
ствием исследуемых препаратов.

Известно, что дакарбазин метаболизируется
системой микросомальных монооксигеназ пече-
ни с образованием промежуточного метаболита
5-аминоимидазол-4-карбоксамида, вызывающего
повреждение гепатоцитов [5, 29]. Кроме того, ра-

Таблица 1. Структурная организация ткани опухоли у мышей с меланомой B16 без лечения и после введения ис-
РНК, цитостатика дакарбазина и их комбинации

# – Статистически значимые отличия от значений в контрольной группе, p ≤ 0.05.

Морфологические параметры 
опухоли

Меланома B16 без 
лечения (контроль)

Меланома
B16 + дакарбазин

Меланома
B16 + исРНК

Меланома B16 + 
+ дакарбазин + 

+ исРНК

Неизмененная ткань, Vv, % 62.5 ± 1.9 68.8 ± 9 55.5 ± 11.1 60.7 ± 1
Лимфоидная инфильтрация, Vv, % 16.6 ± 1.3 16.8 ± 4.4 19.5 ± 4.8 16.6 ± 1.1
Ткань в состоянии некроза, Vv, % 20.7 ± 2.4 14.3 ± 4.8 24.7 ± 6.5 23.2 ± 0.6
Клетки в состоянии митоза, Nv 4.1 ± 0.4 2.9 ± 0.7 0.9 ± 0.2# 1.4 ± 0.5#

Каспаза-3-позитивные клетки, Nv 1.9 ± 0.4 3.1 ± 0.5# 5.3 ± 0.8# 6.2 ± 0.8#
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нее нами было показано, что комплексы ис-
РНК/катионные липосомы 2X3-DOPE оказывают
определенное токсическое воздействие на ткань
печени [15]. Для оценки влияния исРНК, дакарба-
зина и их комбинации на печень, в которой мета-
болизируется дакарбазин, и состояние которой от-
ражает токсическое воздействие на организм как
самой опухоли, так и проводимой терапии, ис-
пользовали морфометрический анализ.

При гистологическом исследовании в печени
контрольных животных (меланома В16 без лече-
ния) выявлены деструктивные изменения, затро-
нувшие 27.9 ± 1.7% всей паренхимы и представлен-
ные дистрофически измененными гепатоцитами
(17.1 ± 0.7%) и гепатоцитами в состоянии некроза
(10.8 ± 1.5%) (табл. 3). Введение как исРНК, так и
дакарбазина в режиме монотерапии приводило к
снижению уровня дистрофических изменений в
1.2 и 1.3 раза соответственно (табл. 3). Сочетанное
применение исРНК и дакарбазина не вызывало
улучшения морфофункционального состояния
печени по сравнению с контролем, однако стиму-
лировало регенеративную активность в печени
животных-опухоленосителей: численная плот-
ность двуядерных гепатоцитов в данной группе

увеличилась в 3.1 раза по сравнению со здоровы-
ми животными и в 1.6 раза по сравнению с кон-
тролем (животные с меланомой В16 без лечения)
(табл. 3). Таким образом, деструктивные измене-
ния в печени, развивающиеся после введения ис-
РНК в сочетании с цитостатиком дакарбазином
мышам-опухоленосителям, носят потенциально
обратимый характер, поскольку не сопровожда-
ются нарушением регенерации.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Методы лечения меланомы – одной из самых
агрессивных опухолей человека – многообразны
и включают стандартную химиотерапию, имму-
нотерапию, таргетную и топическую терапию, а
также комбинации этих методов с оперативным
вмешательством и лучевой терапией [30, 31]. До
сих пор “золотым стандартом”, применяемым на
поздних стадиях меланомы, остается химиотера-
пия цитостатиком дакарбазином в сочетании с
иммунотерапией препаратами интерферона-аль-
фа и интерлейкина-2 (биохимиотерапия). Мела-
нома является иммуногенной опухолью, поэтому
использование только цитостатических препара-

Таблица 2. Структурная организация селезенки здоровых мышей, мышей с меланомой B16 без лечения и мы-
шей, получавших исРНК, цитостатик дакарбазин и их комбинацию

* – Статистически значимые отличия от группы здоровых мышей, p ≤ 0.05. # – Статистически значимые отличия от кон-
трольной группы, p ≤ 0.05.

Морфологические 
параметры селезенки

Здоровые 
мыши

Меланома В16
без лечения 
(контроль)

Меланома
В16 + дакарбазин

Меланома
В16 + исРНК

Меланома В16 + 
+ дакарбазин + 

+ исРНК

Объемная плотность 
белой пульпы, Vv, %

52.6 ± 2.3 53 ± 2.2 72.9 ± 3.1*# 71.4 ± 1.4*# 72.7 ± 1.2*#

Объемная плотность крас-
ной пульпы, Vv, %

47.3 ±2.3 47 ± 2.2 27.3 ± 3*# 28.5 ± 1.4*# 27.2 ± 1.2*#

Диаметр фолликулов, мкм 279.9 ± 1 4.3 288.1 ± 24 434.7 ± 16.7*# 484.9 ± 34.8*# 443.7 ± 29.4*#

Таблица 3. Структурная организация печени здоровых мышей, мышей с меланомой В16 без лечения и мышей,
получавших исРНК, цитостатик дакарбазин и их комбинацию

* – Статистически значимые отличия от группы здоровых мышей, p ≤ 0.05. # – Статистически значимые отличия от мышей
контрольной группы, p ≤ 0.05.

Морфологические параметры 
печени

Здоровые 
мыши

Меланома
B16 без лечения 

(контроль)

Меланома
В16 + дакарбазин

Меланома
В16 + исРНК

Меланома В16 + 
+ дакарбазин + 

+ исРНК

Нормальная паренхима, Vv, % 84.6 ± 0.6 72 ± 1.7* 77.2 ± 1.2*# 77.3 ± 1*# 72 ± 1.5*
Дистрофические изменения, 
Vv, %

4.7 ± 0.5 17.1 ± 0.7* 14.3 ± 1*# 12.7 ± 0.3*# 16.1 ± 1.1*

Некротические изменения, 
Vv, %

6.2 ± 0.7 10.8 ± 1.5* 8.4 ± 0.6* 9.5 ± 0.7* 11.8 ± 0.5*

Суммарные деструктивные 
изменения, Vv, %

10.9 ± 1.2 27.9 ± 1.7* 22.7 ± 1.2*# 22.3 ± 0.9*# 27.9 ± 1.5*

Двуядерные гепатоциты, Nv 2 ± 0.4 3.9 ± 0.6* 5.7 ± 0.5*# 5.2 ± 0.2* 6.2 ± 0.7*#



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 54  № 2  2020

ПРОТИВООПУХОЛЕВОЕ, ИММУНОСТИМУЛИРУЮЩЕЕ 275

тов не позволяет задействовать все механизмы
борьбы против данного вида опухоли, а биохи-
миотерапия значительно улучшает выживаемость
пациентов и прогноз [12, 32]. Однако применение
подобных химиотерапевтических схем сопровож-
дается рядом побочных эффектов, таких как тош-
нота, рвота и миелосупрессия [33]. Кроме того,
препараты интерферона сами обладают высокой
токсичностью и могут вызывать аутоиммунные ре-
акции [34]. Таким образом, использование индук-
торов эндогенного интерферона представляется
более безопасным и эффективным в составе соче-
танной терапии опухолей. Противоопухолевый
потенциал цитостатика дакарбазина, наиболее ча-
сто используемого в качестве химиотерапевтиче-
ского агента, и препаратов, обладающих иммуно-
стимулирующим действием, ранее не изучали.

Ранее мы показали, что выраженное противо-
опухолевое и антиметастатическое действие ис-
пользованной нами исРНК обусловлено ее спо-
собностью активировать иммунную систему и
индуцировать синтез эндогенного интерферона
[13‒15]. Для доставки исРНК в клетки-мишени
мы использовали катионные липосомы 2X3-
DOPE, хорошо зарекомендовавшие себя в преды-
дущих исследованиях [14, 15].

В данной работе противоопухолевое, иммуно-
стимулирующее и гепатотоксическое действие
исРНК как в режиме монотерапии, так и при соче-
танном применении со стандартным цитостатиком
дакарбазином оценено на модели меланомы В16.
Показана высокая эффективность терапии, вклю-
чающей исРНК и дакарбазин. Выявлено торможе-
ние роста опухолевого узла до 99% по сравнению с
контролем без лечения. Более того, эти препараты
действовали синергично, т.е. эффект от совместно-
го воздействия препаратов был более сильным, чем
сумма эффектов каждого препарата. Это подтвер-
ждено и при морфометрическом исследовании
опухолевых узлов. Сочетанное применение исРНК
и дакарбазина вызывает более значительное сни-
жение митотической активности, а также более
выраженную индукцию апоптоза в клетках опу-
холи по сравнению с контролем без лечения и мо-
нотерапией. Эти результаты хорошо согласуются
с опубликованными данными, согласно которым
дакарбазин вызывает индукцию апоптоза клеток
меланомы и действует синергично с другими со-
единениями, индуцирующими апоптоз [26, 27,
35, 36].

Признаки активации иммунной системы обна-
ружены в селезенке животных всех опытных
групп, в том числе в группе дакарбазина, который
наряду с противоопухолевым действием вызывает
и иммуномодулирующие эффекты [37]. Однако
признаки иммуностимуляции были более выраже-
ны при введении исРНК в режиме монотерапии,
хотя наблюдаемая разница не была статистически

значимой. Эта тенденция может говорить о спо-
собности дакарбазина в определенной степени ме-
шать реализации иммуностимулирующей актив-
ности исРНК, что, в свою очередь, не влияет на ее
противоопухолевое действие. Это подтверждается
данными морфометрической оценки лимфоидной
инфильтрации опухолевых узлов, несколько бо-
лее выраженной в группе “исРНК” и такой же,
как в контроле, в группах “дакарбазин” и “дакар-
базин + исРНК”. Это говорит о необходимости
очень осторожного подхода к сочетанию цитоста-
тиков с иммунотерапией и о соблюдении баланса
между противоопухолевым действием цитостати-
ка и иммуностимулирующей активностью имму-
нопрепарата с учетом динамики иммунного отве-
та и периода рефрактерности к действию индук-
торов эндогенного интерферона.

Серьезными побочными эффектами много-
компонентных схем терапии, включающих пре-
параты интерферона-альфа и интерлейкина-2,
являются тошнота, рвота и другие признаки ин-
токсикации. Использование исРНК и дакарбази-
на как по отдельности, так и в составе сочетанной
терапии не вызывало у лабораторных животных
таких признаков токсичного поражения, как по-
теря веса, повышение температуры тела, измене-
ние внешнего вида.

Как рост самой опухоли, так и применение хи-
миотерапии оказывают повреждающее воздей-
ствие на органы и ткани. Морфофункциональное
состояние печени является показателем токсиче-
ского влияния этих процессов на внутренние ор-
ганы и отражает состояние организма в целом.
При проведении сочетанной терапии деструктив-
ные изменения в печени были выражены не-
сколько сильнее, чем при использовании исРНК
и дакарбазина по отдельности, однако были таки-
ми же, как в контроле без лечения. Кроме того,
как при развитии опухоли без лечения, так и при
введении исследуемых соединений наблюдали
увеличение численной плотности двуядерных ге-
патоцитов, что отражает регенеративный потен-
циал печени, может рассматриваться в качестве
компенсаторного механизма при повреждении
печени и свидетельствует о потенциальной обра-
тимости деструктивных изменений.

Таким образом, сочетанное применение ис-
РНК и цитостатика дакарбазина эффективно по-
давляет рост меланомы В16, вызывает снижение
агрессивности опухолевого процесса за счет сниже-
ния митотической активности и индукции апопто-
за в опухоли, а также эффективно активирует им-
мунную систему, стимулирует регенерацию и не
вызывает дополнительного повреждения печени.
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TUMOR SUPPRESING, IMMUNOSTIMULATING AND HEPATOTOXIC 
EFFECTS OF IMMUNOSTIMULATORY RNA IN COMBINATION 

WITH DACARBAZINE IN MURINE MELANOMA MODEL
A. V. Sen’kova1, *, I. A. Savin1, T. O. Kabilova1, M. A. Zenkova1, and E. L. Chernolovskaya1

1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Science,
Novosibirsk, 630090 Russia
*e-mail: alsenko@mail.ru

Melanoma is one of the most highly aggressive tumors accompanied by the induction of local and systemic
inflammatory response and commonly treated by combinations of chemotherapeutic agents with immuno-
therapy. Here we employed melanoma B16 model for a study of tumor suppressive, immunostimulating and
hepatotoxic effects of a combination of a small double-stranded immunostimulatory RNA (isRNA) with cytotoxic
drug dacarbazine compared with respective monotherapies. Effects of studied drugs were synergistic. Histological
and immunohistochemical studies showed that a combination of isRNA and dacarbazine causes a significant de-
crease in mitotic activity, as well as increase in apoptosis in the tumor tissue to substantially larger degree than ob-
served in monotherapy. Regardless of the treatment regimen, signs of immune activation were found in spleen, in-
cluding increase in the number and diameter of lymphoid follicles, and in the volume density of white pulp. In liv-
ers of non-treated animals with melanoma B16, destructive changes were detected. We show that administration
of isRNA in combination with dacarbazine did not cause any additional damage to liver parenchyma, while stim-
ulating regenerative processes in hepatic tissue of tumor-bearing animals.

Keywords: immunostimulating RNA, melanoma, chemotherapy, activation of immune system, hepatotoxicity
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