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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Несмотря на большое количество публикаций о доклинических исследованиях соединений с предполагаемым противоопухоле-
вым действием на моделях in silico и in vitro, наиболее информативными являются исследования in vivo. Экспериментальная часть работы на ла-
бораторных животных имеет свои особенности в области доклинических исследований: большое количество животных и соединений-аналогов 
в серии, двух- и трёхфазная этапность проведения и, следовательно, высокая стоимость и трудозатратность исполнения.
Цель — оптимизация алгоритмов скринингового доклинического исследования in vivo элементоорганических соединений с предполагаемым 
противоопухолевым действием.
Методы. Для формирования алгоритма в доклиническом исследовании использовались первичные данные, полученные с применением стан-
дартных фармакологических (определение класса токсичности, противоопухолевой и антиметастатической активности, процента торможения 
роста опухоли по массе, средней продолжительности жизни животных) и морфологических (аутопсия, приготовление микропрепаратов с окра-
шиванием гематоксилином и эозином, иммуногистохимическое исследование с помощью моноклональных антител) методов с последующим 
отбором соединений-лидеров для углублённого изучения с описанием механизма реализации фармакологической активности.
Результаты. На основании серии сравнительных экспериментов был апробирован следующий алгоритм доклинического исследования in vivo 
для вновь синтезированных элементоорганических соединений с предполагаемым противоопухолевым действием:
1 этап. Определение класса токсичности соединения при однократном внутрижелудочном введении крысам линии Wistar по протоколу Organiza-
tion for Economic Co-operation and Development 420 и отбор кандидатов в противоопухолевые лекарственные средства по принципу наибольшей 
безопасности применения.
2 этап. Определение наличия/отсутствия фармакологической активности тестируемых соединений. Соединения IV и V классов токсичности (по 
Согласованной на глобальном уровне системе классификации опасности и маркировки химической продукции) в широком диапазоне доз (дозы 
подбираются в зависимости от класса токсичности) исследуются на предмет фармакологической активности до естественной гибели животных-
опухоленосителей с выявлением лидерных субстанций, углублённое изучение которых является целесообразным. Отбор перспективных субстан-
ций и суммарных доз для введения на следующем этапе определяется продолжительностью жизни животных-опухоленосителей.
3 этап. Определение показателей противоопухолевой и антиметастатической активности лидерных субстанций с установленным сроком эвтана-
зии для всех животных-опухоленосителей и определением возможных механизмов реализации терапевтического эффекта с помощью иммуно-
гистохимического анализа.
4 этап. Изучение влияние тестируемых соединений на темпы роста первичного опухолевого узла и метастатических очагов на разных стадиях 
развития опухолевого процесса, при введении в разных режимах, в составе комбинированной и монохимиотерапии с обязательным уточнением 
механизмов реализации противоопухолевой и антиметастатической активности с помощью биохимических и иммуногистохимических методик.
5 этап. Исследование наиболее перспективных соединений согласно Руководству по доклиническим исследованиям безопасности в целях прове-
дения клинических исследований и регистрации лекарственных препаратов (документ утверждён решением Коллегии Евразийской экономической 
комиссии от 26 ноября 2019 г., N 202): «Исследования токсичности при повторном (многократном) введении лекарственного препарата, доклини-
ческие исследования, проводимые в целях обоснования проведения поисковых клинических исследований, исследования местной переносимости 
лекарственного препарата, исследования генотоксичности лекарственного препарата, канцерогенности лекарственного препарата и др.»
Заключение. Описанное нами поэтапное исключение тестируемых соединений из линейки близких по строению элементоорганических суб-
станций позволит увеличить эффективность отбора перспективных кандидатов в противоопухолевые лекарственные средства и снизить затраты 
на проведение доклинических исследований соединений с предполагаемым противоопухолевым действием.

Ключевые слова: доклинические исследования; in vivo; элементоорганические соединения с предполагаемым 
противоопухолевым действием; морфологические методы; класс токсичности; оловоорганические соединения, им-
муногистохимия.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Despite a large number of publications on preclinical studies of compounds with a suspected antitumor effect on in silico 
and in vitro models, in vivo studies are the most informative. The experimental part of the work on laboratory animals has its own peculiari-
ties in the field of preclinical research: a large number of animals and analog compounds in the series, two- and three-phase staging, and, 
consequently, high cost and labor-intensive execution.
AIMS: Optimization of algorithms for screening preclinical in vivo studies of compounds with a suspected antitumor effect.
MATERIALS AND METHODS: To form the algorithm in the preclinical study, primary data was obtained using standard pharmacological 
(determination of the toxicity class index, antitumor and antimetastatic activity, inhibition of tumor growth by weight, average life expectancy 
of animals) and morphological (autopsy, micropreparations with hematoxylin and eosin staining, as well as immunohistochemical study 
using monoclonal antibodies) methods with the selection of leading compounds for in-depth study with a description of the mechanism of 
pharmacological activity.
RESULTS: Based on a series of comparative experiments, the following algorithm of preclinical in vivo study for newly synthesized com-
pounds with an alleged antitumor effect has been tested.
Stage 1. Determination of the toxicity class with a single intragastric administration to Wistar rats according to the Organization for Eco-
nomic Co-operation and Development 420 protocol and selection of candidates for antitumor drugs according to the principle of the greatest 
safety of use.
Stage 2. Determination of the presence/absence of pharmacological activity of the tested compounds. Compounds of toxicity classes IV and 
V (according to the Globally Harmonized System of Hazard Classification and Labeling of Chemical Products) in a wide range of doses (doses 
are selected depending on the toxicity class) are examined for pharmacological activity before the natural death of tumor-bearing animals 
with the identification of leader substances, in-depth study of which is appropriate. The selection of promising substances and total doses 
for administration at the next stage is determined by the life expectancy of tumor-bearing animals.
Stage 3. Determination of indicators of antitumor and antimetastatic activity of leader substances with a fixed euthanasia period for all 
tumor-bearing animals and determination of possible mechanisms for the implementation of the therapeutic effect using immunohisto-
chemical analysis.
Stage 4. To study the effect of the tested compounds on the growth rates of the primary tumor node and metastatic foci at different stages of 
the development of the tumor process, when administered in different modes, as part of combined and monochemotherapy, with mandatory 
clarification of the mechanisms for the implementation of antitumor and antimetastatic activity using biochemical and immunohistochemi-
cal techniques.
Stage 5. The study of the most promising compounds according to the guidelines for preclinical safety studies for the purpose of clinical trials 
and registration of medicines (the document was approved by the decision of the Board of the Eurasian Economic Commission of November 26, 
2019, N 202): «Toxicity studies with repeated (multiple) administration of the drug, preclinical studies conducted in order to justify the conduct 
of exploratory clinical studies, studies of local tolerability of the drug, studies of genotoxicity of the drug, carcinogenicity of the drug, etc.»
CONCLUSIONS: The step-by-step exclusion of the tested compounds from the line of similarly-structured substances described by us 
will increase the efficiency of selecting promising candidates for antitumor drugs and reduce the cost of conducting preclinical studies of 
compounds with an alleged antitumor effect.

Keywords: preclinical studies, in vivo;, organoelement compounds with a suspected antitumor effect,; morphological meth-
ods;, toxicity class;, organotin compounds, immunohistochemistry.
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ОБОСНОВАНИЕ
Несмотря на то, что большие усилия были направ-

лены на терапевтическое лечение злокачественных 
новообразований, они по-прежнему остаются основной 
причиной смертности в мире [1]. Количественно измери-
мый вклад в снижение этого интегрального показателя 
принесли современные противоопухолевые препараты 
[2]. Тем не менее, их клиническая эффективность носит 
временный характер из-за токсичности, неожиданной 
резистентности и отсутствия селективности [1]. В на-
стоящее время в качестве перспективных кандидатов 
в противоопухолевые лекарственные средства (ЛС) ши-
роко исследуются элементоорганические соединения 
[3]. Вероятность разработки на основе данной группы 
соединений инновационных ЛС для применения в онко-
логии значительно выросла благодаря возможности на-
правленного синтеза и тщательному дизайну библиотек 
скрининга [4]. 

Доклинические исследования  — неотъемлемый 
элемент процесса создания многих ЛС, их результаты 
напрямую влияют на возможность дальнейшей кли-
нической разработки препарата, определяют её стра-
тегию и тактику [5]. Несмотря на большое количество 
публикаций о доклинических исследованиях соединений 
с предполагаемым противоопухолевым действием (ППД) 
на моделях in silico и in vitro, наиболее информативными 
являются исследования in vivo. Однако эксперименталь-
ная часть работы на лабораторных животных имеет свои 
особенности в области доклинических исследований: 
большое количество животных и соединений-аналогов 
в серии, двух- и трёхфазная этапность проведения  — 
из всего этого следует высокая стоимость и трудозатрат-
ность исполнения. 

Одна из важных составляющих экспериментальной 
разработки новых противоопухолевых субстанций  — 
методология отбора для обнаружения противоопухо-
левой активности [6], которая обеспечит последующее 
внедрение научных разработок в фармацевтическую 
отрасль [7]. Наиболее высокая доля молекул-канди-
датов отсеивается на ранних этапах исследования 
(скрининг), в ходе которых получают предваритель-
ную информацию о токсичности и эффективности но-
вых соединений [8]. В этой связи особую актуальность 
имеет вопрос разработки общих алгоритмов выбора 
доз и определения необходимых объёмов исследо-
вания, а также более широкое использование им-
муногистохимических биомаркёров в доклинических 
исследованиях. Это позволит исключить дальнейшие 
исследования не перспективных для фармацевтиче-
ской области соединений и увеличит эффективность 
отбора [9].

Цель. Оптимизация алгоритмов скринингового (этапы 
1–3) доклинического исследования in vivo элементоорга-
нических соединений с ППД.

МЕТОДЫ

Дизайн исследования
Простое, проспективное, интервенционное (экспери-

ментальное), контролируемое, слепое и рандомизирован-
ное исследование.

Критерии соответствия
Для формирования алгоритма описанного доклини-

ческого скрининга использовались первичные данные, 
полученные (с применением приёмов и методов, различ-
ных на каждом этапе изучения) в ходе разработки нового 
класса гибридных оловоорганических соединений в каче-
стве перспективных кандидатов в противоопухолевые ЛС.

Условия проведения
Все тестируемые оловоорганические соединения были 

получены по известным методикам [10, 11] на кафедре 
органической химии и тонкого органического синтеза 
химического факультета Федерального государственно-
го бюджетного образовательного учреждения высшего 
образования «Московский государственный университет 
имени М.В. Ломоносова» под руководством заведующего 
кафедрой, доктора химических наук, профессора Мила-
евой  Е.Р. Они были наработаны в количествах, необхо-
димых для проведения всего цикла экспериментальной 
работы. Строение всех соединений подтверждено сравне-
нием температур плавления исходных веществ, а чистота 
доказана данными элементного анализа и спектроскопии 
ядерного магнитного резонанса (1Н и 13С).

Органические производные олова являются кри-
сталлическими веществами, устойчивыми на воздухе. 
Исследуемые вещества нерастворимы в воде, поэтому 
для введения животным исходные соединения суспен-
зировали в 1% растворе желатина. Навески рассчиты-
вали индивидуально в зависимости от массы тела жи-
вотного (мг/кг).

Исследование было произведено на самках двух 
видов животных: крыс Wistar и мышей линии C57Bl/6. 
Животные были получены из разведения Федерального 
государственного бюджетного учреждения «Питомник 
лабораторных животных “Рапполово”» при Националь-
ном исследовательском центре «Курчатовский инсти-
тут». 

После окончания срока карантинного изолирования 
(14 суток) животные были осмотрены с целью выявления 
отсутствия внешних признаков заболеваний. Здоровые 
животные были стандартизированы по полу, возрасту 
и весу, и затем  — рандомизированы с помощью та-
блицы случайных чисел. Последовательность случайных 
чисел была сгенерирована программой, опубликованной 
в открытом доступе: https://www.randomizer.org. Животные, 
не соответствующие критериям, были исключены из ис-
следования.

https://www.randomizer.org
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1-й этап
Цель этапа  — определение класса токсичности со-

единений и отбор кандидатов в противоопухолевые ЛС 
по принципу наибольшей безопасности применения.

Класс токсичности определяли при однократном вну-
трижелудочном введении исследуемых веществ кры-
сам линии Wistar по протоколу Organization for Economic 
Cooperation and Development (OECD) 420 [12] по описанной 
схеме (рис. 1 и рис. 2).

Согласно методическим рекомендациям для доклини-
ческих исследований на животных [13], на токсикологи-
ческом этапе в течение всего срока эксперимента каждая 

особь осматривалась через 1, 3 и 24 часа после введения 
субстанций, и далее ежедневно на протяжении 14 су-
ток. При осмотре оценивали общее состояние животных 
по следующим показателям: динамика изменения массы 
тела; клиническая картина интоксикации; летальность.

В результате проведения протокола из большой ли-
нейки оловоорганических соединений, отличающихся 
между собой количеством и качеством органических 
групп у олова, были выбраны пять соединений (табл. 1), 
относящихся к различным классам токсичности по Согла-
сованной на глобальном уровне системе классификации 
и маркировки химических веществ (СГС).

Рис. 1. Схема определения класса токсичности по методу «фиксированной дозы» по протоколу Organization for Economic Co-
operation and Development 420 в предварительном испытании. СГС — Согласованная на глобальном уровне система классификации 
опасности и маркировки химической продукции.
Fig. 1. Scheme for determining the toxicity class (according to the Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemi-
cals) by the “fixed dose” method using the Organization for Economic Co-operation and Development 420 protocol in a preliminary test.

Рис. 2. Схема определения класса токсичности по методу «фиксированной дозы» по протоколу Organization for Economic Co-
operation and Development 420 при основном испытании. СГС  — Согласованная на глобальном уровне система классификации 
опасности и маркировки химической продукции.
Fig. 2. Scheme for determining the toxicity class (according to the Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemi-
cals) by the “fixed dose” method using the Organization for Economic Co-operation and Development 420 protocol during the main test.
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После проведения протокола OECD 420 для данной ра-
боты были выбраны животные, получившие максимально 
переносимые дозы тестируемых соединений. Было вы-
полнено рутинное гистологическое исследование. 

Образцы ткани (печень) для световой микроскопии 
фиксировали в 10% забуференном нейтральном форма-
лине с последующим заключением в парафин и микро-
томированием по классической методике подготовки 
гистологических препаратов. На ротационном микротоме 
из парафиновых блоков с образцами ткани изготавли-
вали серийные срезы толщиной 3–5 мкм и наносили их 
на предметные стёкла. Для визуализации морфологиче-
ских изменений использовали обзорный метод окраски 
гематоксилином и эозином по классическому протоко-
лу. Микроскопическое исследование и фотофиксацию 
полученных гистологических препаратов осуществляли 
с помощью светового микроскопа LEICA DM4000 B (Lei-
ca Microsystems, Германия) с цифровой камерой Leica 
DFC490. 

2-й этап
Цель этапа — определение наличия/отсутствия фар-

макологической активности тестируемых соединений. 

Проводили введение исследуемых субстанций в широ-
ком диапазоне доз. Эксперимент заканчивался естествен-
ной гибелью животных-носителей меланомы В16 и выяв-
лением лидерных соединений и максимально эффективных 
доз. Штаммы опухолевых клеток были получены из банка 
опухолевых материалов Научно-исследовательского инсти-
тута экспериментальной диагностики и терапии опухолей 
при Федеральном государственном бюджетном учреж-
дении «Национальный медицинский исследовательский 
центр онкологии имени Н.Н. Блохина» Министерства здра-
воохранения Российской Федерации. Поддержание и пере-
вивку опухолевого штамма осуществляли в соответствии 
с общепринятыми методиками опытов на мышах линии 
C57Bl/6, подробно описанными в работах наших соавторов 
[14]. Отбор перспективных субстанций и суммарных доз 
для введения на следующем этапе определялся продол-
жительностью жизни животных-опухоленосителей.

Изменение средней продолжительности жизни (Δt, %) 
определялось как

Δt=(tC–tT)/tC,
где tС и tТ — средняя продолжительность жизни (в днях) 
мышей в группах контрольных (С) и пролеченных (Т) жи-
вотных. 

Таблица 1. Тестируемые оловоорганические соединения
Table 1. Tested organotin compounds

Класс токсичности по СГС Структурная формула Лабораторный шифр/международное название

I (СН3)3SnCl ТМОХ/триметилолова хлорид

II HO S

tBu

tBu

Sn
Me

Me
Me

Ме-4/(3,5-ди-трет-бутил-4-гидроксифенилтиолат) триметилолова

III

Sn

Cl

Ph

N

Ph

Ph

N

HN

O But

But

OH

АК-26/комплекс хлорида трифенилолова  
с N-(3-(1H-имидазол-1-ил)пропил)-3,5-ди-трет-бутил-4-

гидроксибензамидом

IV HO S

tBu

tBu

Sn
Ph

Ph
Ph

Ме-5/(3,5-ди-трет-бутил-4-гидроксифенилтиолат)  
трифенилолова

V HO S

tBu

tBu

Sn
Me

Me2
Ме-3/бис(3,5-ди-трет-бутил-4-гидроксифенилтиолат) диметилолова

Примечание: tBu — трет-бутил, Ph — фенил, Ме — метил; СГС — Согласованная на глобальном уровне система классификации опасности 
и маркировки химической продукции.
Примечание: tBu — трет-бутил, Ph — фенил, Ме — метил; СГС — Согласованная на глобальном уровне система классификации опасности 
и маркировки химической продукции.
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3-й этап
Цель этапа — определение показателей противоопухо-

левой и антиметастатической активности лидерных субстан-
ций и возможных механизмов реализации терапевтического 
эффекта с помощью иммуногистохимического анализа.

На основном этапе на день проведения одномомент-
ной эвтаназии были определены следующие показатели: 
•	 масса опухоли (М, г);
•	 процент торможения роста опухоли по массе (ТРОм, %);
•	 количество метастазов в легких на 1 мышь (q, шт);
•	 частота метастазирования опухоли (ЧМ, %);
•	 индекс ингибирования метастазирования (ИИМ,  %) 

[15, 16].
Иммунофенотипирование образцов ткани органов 

и первичного опухолевого узла, полученных в экспери-
менте, проводили c использованием первичных антител: 
TGFb1, Bcl-2, VEGF, Melan A.

Из парафиновых блоков с образцами ткани изготав-
ливали срезы толщиной 2–3 мкм и наносили на предмет-
ные стёкла с поли-L-лизиновым покрытием. Предподго-
товка стёкол для иммуногистохимического окрашивания 
включала депарафинизацию и демаскировку антигенов. 
Буфер для температурной демаскировки брался с рН 6,0 
или рН 9,0 — в соответствии с аннотацией к первичным 
антителам.

Микроскопическое исследование и фотофиксацию по-
лученных иммуногистохимических препаратов осущест-
вляли с помощью светового микроскопа LEICA DM4000 
В. Уровень экспрессии иммуногистохимических маркёров 
оценивался полуколичественным способом в баллах: 
•	 0 — отсутствие реакции;
•	 1 — слабая реакция;
•	 2 — умеренная реакция;
•	 3  — выраженная реакция маркёр-позитивных эле-

ментов.

4-й этап
Цель этапа  — изучение влияние тестируемых со-

единений на темпы роста первичного опухолевого узла 
и метастатических очагов на разных стадиях развития 
опухолевого процесса, при введении в разных режимах, 
в составе комбинированной и монохимиотерапии.

Использовали расширенный спектр методик, включая 
иммуноферментный анализ, для выявления патогенети-
ческой схемы реализации фармакологической активности 
на первичный опухолевый очаг и интенсивность метаста-
зирования, учитывая наиболее вероятный механизм/ме-
ханизмы, выявленные на 3-м этапе.

5-й этап
Цель этапа  — исследование наиболее перспектив-

ных соединений. Оно проводилось согласно Руководству 
по доклиническим исследованиям безопасности в целях 
проведения клинических исследований и регистрации ЛС 
(документ утверждён решением Коллегии Евразийской 

экономической комиссии от 26 ноября 2019  г., N 202): 
«Исследования токсичности при повторном (многократ-
ном) введении лекарственного препарата, доклинические 
исследования, проводимые в целях обоснования прове-
дения поисковых клинических исследований, исследова-
ния местной переносимости лекарственного препарата, 
исследования генотоксичности лекарственного препара-
та, канцерогенности лекарственного препарата и др.»

Алгоритмы 4-го и 5-го этапов не входят в описание 
скринингового доклинического изучения элементоорга-
нических соединений с ППД, поэтому они будут описаны 
в другой работе.

Статистический анализ
Для анализа всех первичных результатов применяли 

описательную статистику. Статистическую обработку по-
лученных данных проводили с использованием пакета 
компьютерных программ Statistica 6.0 (Tibco, США). Нор-
мальность распределения оценивали с помощью моди-
фицированной версии метода Колмогорова–Смирнова, 
а именно  — по методике Андерсона–Дарлинга. Оценку 
достоверности различий между сравниваемыми параме-
трами проводили с помощью t-критерия Стьюдента. В ка-
честве количественной характеристики показателей в ра-
боте были проанализированы среднее арифметическое 
(М) и среднеквадратическое отклонение (M±m). Различия 
считали статистически значимыми при p ≤0,05. Сравнение 
групп производили попарно.

Этическая экспертиза
Исследования по диссертационной работе на тему: 

«Патогенетические механизмы влияния гибридных оло-
воорганических соединений на рост и развитие злокаче-
ственных новообразований» были одобрены локальным 
независимым этическим комитетом Федерального госу-
дарственного бюджетного образовательного учреждения 
высшего образования «Ростовский государственный ме-
дицинский университет» Министерства здравоохранения 
Российской Федерации (протокол № 10/20 от 28.05.2020).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты работы описаны последовательно, отдель-

но для каждого этапа изучения.

1-й этап

Гипотеза
Характер и степень морфофункциональных изменений 

в органах экспериментальных животных можно предпо-
ложить по токсикометрической характеристике элементо-
органического соединения, а именно класса токсичности. 
В дальнейших скрининговых исследованиях для упрощения 
процедуры отбора перспективных субстанций достаточно 
определить класс токсичности по протоколу OECD 420. 
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Результат
Экспериментально полученные данные о величине 

максимально переносимой дозы тестируемых соединений 
отображены в табл. 2.

При гистологическом исследовании печени экспери-
ментальных животных были получены следующие ре-
зультаты:

Класс токсичности I
При введении TMOX в паренхиме печени регистрируется:

•	 резкое полнокровие венулярного аппарата;
•	 эктазия и полнокровие синусоидных капилляров;
•	 некроз центролобулярных гепатоцитов;
•	 по периферии долек:
•	 состояние гидропической, гиалиново-капельной 

и крупнокапельной жировой дистрофии;
•	 незначительное расширение портальных трактов 

за счёт эктазии и резкого полнокровия сосудов, оча-
гового фиброза;

•	 пролиферация эпителия желчных протоков;

•	 спазм артерий (плохо визуализируются);
•	 эктазия вен, резкое полнокровие;
•	 десквамация эндотелия.

В строме и паренхиме определяются единичные лим-
фоцитарные инфильтраты (рис. 3).

Класс токсичности II
При введении Me-4 в паренхиме печени визуализируется:

•	 резкий отёк, эктазия и полнокровие синусоидных ка-
пилляров;

•	 диффузная гидропическая дистрофия гепатоцитов;
•	 центролобулярные некрозы клеток печени;
•	 пролиферация клеток Купфера;
•	 незначительное увеличение портальных трактов 

за счёт отёка;
•	 артериолоспазм;
•	 эктазия и резкое полнокровие вен;
•	 дискретная десквамация эндотелия.

В строме и паренхиме определяются единичные лим-
фоцитарные инфильтраты (рис. 4).

Таблица 2. Значение максимально переносимой дозы при однократном внутрижелудочном введении крысам линии Wistar 
(самки), мг/кг
Table 2. The value of the maximum tolerated dose with a single intragastric administration to Wistar rats (females), mg/kg

Лабораторный шифр/международное название Класс токсич-
ности по СГС

Максимально переносимая доза при  
однократном внутрижелудочном введении 

крысам линии Wistar (самки), мг/кг

ТМОХ/триметилолова хлорид I 4

Ме-4/(3,5-ди-трет-бутил-4-гидроксифенилтиолат) триметилолова II 35

АК-26/комплекс хлорида трифенилолова с N-(3-(1H-имидазол-1-
ил)пропил)-3,5-ди-трет-бутил-4-гидроксибензамидом III 250

Ме-5/(3,5-ди-трет-бутил-4-гидроксифенилтиолат) трифенилолова IV 750

Ме-3/бис(3,5-ди-трет-бутил-4-гидроксифенилтиолат) диметилолова V 2000

Рис. 3. Микроскопическая картина печени при введении ТМОХ. 
Крупнокапельная жировая дистрофия гепатоцитов (стрелки). 
Окраска гематоксилином и эозином; 200×.
Fig. 3. Microscopic picture of the liver with the introduction of 
trimethyltin chloride. Large-drop fatty dystrophy of hepatocytes (ar-
rows). Staining with hematoxylin and eosin; 200×.

Рис. 4. Микроскопическая картина печени при введении Me-4. 
Гидропическая дистрофия гепатоцитов (стрелки). Окраска гема-
токсилином и эозином; 200×.
Fig. 4. Microscopic picture of the liver with the introduction of 
Me-4. Hydropic dystrophy of hepatocytes (arrows). Staining with 
hematoxylin and eosin; 200×.
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Класс токсичности III
После введения АК-26 в печени определяется:

•	 резкий отёк, эктазия и острое полнокровие синусоид-
ных капилляров;

•	 гидропическая дистрофия гепатоцитов;
•	 пролиферация клеток Купфера;
•	 незначительное увеличение портальных трактов 

за счёт отёка;
•	 пролиферация клеток желчных протоков.

В сосудах:
•	 сладж эритроцитов;
•	 набухание эндотелиоцитов.

В строме:
•	 единичные скудные лимфоцитарные инфильтраты 

(рис. 5).

Класс токсичности IV
При введении Me-5 выявляется:

•	 резкий отёк, эктазия и полнокровие синусоидных ка-
пилляров (чётко визуализируются);

•	 пылевидная и мелкокапельная жировая дистрофия 
центролобулярных гепатоцитов (в состоянии апоптоза, 
местами некротизированы);

•	 очаговая пролиферация клеток Купфера;
•	 увеличение портальных трактов за счёт отёка;
•	 набухание эпителия желчных протоков. 

В сосудах:
•	 сладж эритроцитов;
•	 неравномерная гиперплазия эндотелия.

В строме:
•	 единичные лимфоцитарные инфильтраты;
•	 кровоизлияния;
•	 периваскулярные экстравазаты (рис. 6).

Класс токсичности V
При введении Me-3 выявляется:

•	 отёк, неравномерное полнокровие синусоидных ка-
пилляров, с хорошей их визуализацией;

•	 гиалиново-капельная дистрофия гепатоцитов цен-
тральной части долек;

•	 апоптоз единичных гепатоцитов (с набухшими ядрами).
По периферии долек:

•	 мелкокапельная жировая дистрофия гепатоцитов;
•	 обычный размер портальных трактов;
•	 очаговая десквамация эпителия и эндотелия в желч-

ных протоках и венах триад.
В строме:
скудные лимфоцитарные инфильтраты (рис. 7).

Рис. 5. Микроскопическая картина печени при введении АК-26. 
Локальные некрозы гепатоцитов (стрелки). Окраска гематокси-
лином и эозином; 200×.
Fig. 5. Microscopic picture of the liver with the introduction of 
AK-26. Local necrosis of hepatocytes (arrows). Staining with he-
matoxylin and eosin; 200×.

Рис. 6. Микроскопическая картина печени при введении Me-5. 
Мелкокапельная жировая дистрофия гепатоцитов (стрелка 1), 
межбалочный и переваскулярный отёк (стрелка 2), сладж эри-
троцитов в сосудах (стрелка 3). Окраска гематоксилином и эо-
зином; 200×.
Fig. 6. Microscopic picture of the liver with the introduction of Me-
5. Small-drop fatty dystrophy of hepatocytes (arrow 1), interblock 
and perivascular edema (arrow 2), erythrocyte sludge in the ves-
sels (arrow 3). Staining with hematoxylin and eosin; 200x.

Рис. 7. Микроскопическая картина печени при введении Me-
3. Гепатоциты в состоянии гиалиново-капельной дистрофии 
(стрелки). Окраска гематоксилином и эозином; 200×.
Fig. 7. Microscopic picture of the liver with the introduction of 
Me-3. Hepatocytes in a state of hyaline-drip dystrophy (arrows). 
Staining with hematoxylin and eosin; 200×.



DOI: https://doi.org/10.17816/onco501804

243
ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ Российский онкологический журналТом 27, № 4, 2022

2-й этап

Гипотеза
В зависимости от класса токсичности тестируемого 

соединения по СГС возможно скорректировать разовые 
дозы, необходимые для определения фармакологической 
активности элементоорганических субстанций для иссле-
дования на перевиваемых моделях солидных опухолей 
мышей (меланома В16).

Результат
Полученные нами данные по изменению средней про-

должительности жизни животных-носителей меланомы 
В16 в зависимости от введённой суммарной дозы (рис. 8) 
позволяют предложить более узкий диапазон суммарных 
доз для выявления противоопухолевой и антиметастати-
ческой активности.

Для соединений класса токсичности IV по СГС с фар-
макологической точки зрения интересен диапазон доз 
150–375  мг/кг, причём максимальная эффективность 
была отмечена при введении 250 мг/кг. Введение следу-
ющей дозы целесообразно при рассмотрении побочных 

эффектов при лечении, однако для животных-носителей 
меланомы В16 она является токсической.

Для соединений класса токсичности V по СГС науч-
ный интерес представляет диапазон доз 250–500  мг/кг, 
который охватывает ответ разной интенсивности: от ми-
нимального до токсического.

3-й этап 

Гипотеза
С помощью иммуногистохимического метода возмож-

но определить направление углублённого поиска патоге-
нетических механизмов реализации противоопухолевого 
и антиметастатического действия тестируемых соединений.

Результат
При выполнении испытаний противоопухолевой 

и антиметастатической активности лидерной субстанции 
(Ме-3) с установленным сроком эвтаназии (18 суток) было 
произведено полуколичественное определение выражен-
ности экспрессии некоторых биомаркёров при иммуноги-
стохимическом фенотипировании (табл. 3).

Таблица 3. Некоторые биомаркёры, применяемые для иммуногистохимического фенотипирования, и их прогностическое значение
Table 3. Some biomarkers used for immunohistochemical phenotyping and their prognostic value

Биомаркёр Прогностическое значение

TGFb1 оказывает существенное влияние на регуляцию клеточного цикла, рост и развитие, дифференцировку, синтез внеклеточ-
ного матрикса, гемопоэз, хемотаксис и иммунный ответ; косвенный маркёр активности опухолевой прогрессии [17–20]

VEGF фактор роста с важной проангиогенной активностью, оказывающий митогенное и антиапоптотическое действие на эн-
дотелиальные клетки, повышающий проницаемость сосудов, способствующий миграции клеток и т.д. [21–23]

Bcl-2 ключевой фактор в регуляции митохондриального пути апоптоза [24–26]

Melan A фактор визуализации опухолевых клеток меланомы В16, позволяет проследить тип метастазирования и наличие 
феномена васкулогенной мимикрии [27–29]

Рис. 8. Изменение средней продолжительности жизни (в днях) животных-носителей меланомы В16 в зависимости от введённой 
суммарной дозы.
Fig. 8. Change in the average life expectancy (days) of melanoma-carrying animals B16 depending on the total dose administered.
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Иммуногистохимическая визуализация первично-
го опухолевого узла меланомы В16 при введении Ме-3 
в максимально эффективной суммарной дозе (375 мг/кг) 
и в группе контрольных животных (без лечения) показала 
следующие результаты:

TGFb1
Резко выраженная, неравномерная по интенсивности 

экспрессия в клетках первичного опухолевого узла 
без применения Me-3 — 2–3 балла (рис. 9);

Слабая дискретная экспрессия в разных полях зрения 
в первичном опухолевом узле — 0–1 балл (рис. 10).

VEGF
При анализе уровня экспрессии в первичном 

опухолевом узле как без введения соединения (рис. 11), 
так и при использовании максимальной эффективной 
суммарной дозы (рис.  12), прослеживается слабая 
дискретная реакция — 0–1 балл.

Bcl-2
Регистрируется дискретная экспрессия в первичном 

опухолевом узле без введения Me-3  — 1–2 балла 
(рис. 13);

Рис. 9. Иммуновизуализация маркёра TGFb1 в первичном опу-
холевом узле без введения Ме-3. Мыши линии C57Bl/6 (самки), 
носители меланомы В16; 200×.
Fig. 9. Immunovisualization of the TGFb1 marker in the primary 
tumor node without the introduction of Me-3. Mice of the C57Bl/6 
line (females), carriers of melanoma B16; 200×.

Рис. 10. Иммуновизуализация маркёра TGFb1 в первичном опу-
холевом узле при введении Ме-3 в максимально эффективной 
суммарной дозе 375 мг/кг. Мыши линии C57Bl/6 (самки), носи-
тели меланомы В16; 200×. 
Fig. 10. Immunovisualization of the TGFb1 marker in the primary 
tumor node with the introduction of Me-3 at the maximum effective 
total dose of 375 mg/kg. Mice of the C57Bl/6 line (females), carriers 
of melanoma B16; 200×.

Рис. 11. Иммуновизуализация маркёра VEGF в первичном опу-
холевом узле без введения Ме-3. Мыши линии C57Bl/6 (самки), 
носители меланомы В16; 200×. 
Fig. 11. Immunovisualization of the VEGF marker in the primary 
tumor node without the introduction of Me-3. Mice of the C57Bl/6 
line (females), carriers of melanoma B16; 200×.

Рис. 12. Иммуновизуализация маркёра VEGF в первичном опу-
холевом узле при введении Ме-3 в максимально эффективной 
суммарной дозе 375 мг/кг. Мыши линии C57Bl/6 (самки), носи-
тели меланомы В16; 200×. 
Fig. 12. Immunovisualization of the VEGF marker in the primary 
tumor node when Me-3 was administered at the maximum effec-
tive total dose of 375  mg/kg. Mice of the C57Bl/6 line (females), 
carriers of melanoma B16; 200×.
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Чётко визуализируется выраженная диффузная 
экспрессия при использовании в ходе эксперимента 
максимально эффективной суммарной дозы Ме-3 
на первичный опухолевый узел — 3 балла (рис. 14).

Melan A
Визуализация маркёра в сосудах опухоли 

и прилежащем микроциркуляторном русле позволяет 
на светооптическом уровне проследить этапы 
метастазирования опухоли, начиная от процесса 
сосудистой мимикрии, адгезии (врастания), разрушения 
стенки сосудов  — и до формирования опухолевых 
эмболов и миграции в другие регионы организма (рис. 15 
и рис. 16)

Рис. 13. Иммуновизуализация маркёра Bcl-2 в первичном опу-
холевом узле без введения Ме-3. Мыши линии C57Bl/6 (самки), 
носители меланомы В16; 200×. 
Fig. 13. Immunovisualization of the Bcl-2 marker in the primary 
tumor node without the introduction of Me-3. Mice of the C57Bl/6 
line (females), carriers of melanoma B16; 200×.

Рис. 14. Иммуновизуализация маркёра Bcl-2 в первичном опу-
холевом узле при введении Ме-3 в максимально эффективной 
суммарной дозе 375 мг/кг. Мыши линии C57Bl/6 (самки), носи-
тели меланомы В16; 200×
Fig. 14. Immunovisualization of the Bcl-2 marker in the primary 
tumor node when Me-3 was administered at the maximum effec-
tive total dose of 375  mg/kg. Mice of the C57Bl/6 line (females), 
carriers of melanoma B16; 200×.

Рис. 15. Иммуновизуализация маркёра Melan A в первичном 
опухолевом узле при введении Ме-3 в максимально эффектив-
ной суммарной дозе 375  мг/кг. Мыши линии C57Bl/6 (самки), 
носители меланомы В16. Опухолевые клетки в просвете соб-
ственных капилляров опухоли (стрелка); 200×.
Fig. 15. Immunovisualization of the Melan A marker in the primary 

Рис. 16. Иммуновизуализация маркёра Melan A по периферии 
первичного опухолевого узла при введении Ме-3 в макси-
мально эффективной суммарной дозе 375  мг/кг. Мыши линии 
C57Bl/6 (самки), носители меланомы В16. Опухолевые клетки 
в просвете капилляров регионарного микроциркуляторного рус-
ла опухоли (стрелки); 200×.
Fig. 16. Immunovisualization of the Melan A marker along the 
periphery of the primary tumor node with the introduction of Me-3 
at the maximum effective total dose of 375  mg/ kg. Mice of the 
C57Bl/6 line (females), carriers of melanoma B16. Tumor cells in 
the lumen of the capillaries of the regional tumor microcirculation 
(arrows); 200×.

ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты годового отчёта «Фармацевтический ры-

нок России за 2021 г.» убедительно показывают, что ко-
личество соединений, которые находятся на этапах до-
клинических и клинических исследований в качестве 
кандидатов в ЛС в России в 2015–2021 годах неуклонно 
растёт.

Стандартизация и создание новых алгоритмов до-
клинических исследований  — прямая задача многих 



DOI: https://doi.org/10.17816/onco501804

246
ORIGINAL STUDY ARTICLES Russian Journal of OncologyVol. 27 (4) 2022

научных коллективов в России [9, 30–35]. Особенную роль 
эта работа играет при доклинических исследованиях со-
единений с ППД ввиду особенностей проведения экспе-
риментальной части.

Присвоение класса токсичности по СГС соединениям, 
впервые тестируемым на модельных системах in vivo, — 
стандартизированная процедура, требующая минималь-
ного количества животных в экспериментальной серии. 
Однако она является отправной точкой для планирования 
дизайна дальнейших доклинических исследований эле-
ментоорганических соединений с ППД.

1-й этап
При выполнении рутинного гистологического иссле-

дования печени после однократного внутрижелудочного 
введения максимально переносимой дозы органических 
производных олова с различными лигандными группи-
ровками была получена однотипная картина морфоло-
гических изменений ткани печени, причём их степень 
выраженности напрямую зависела от класса токсичности 
тестируемого соединения. Изменения при введении ТМОХ 
и Ме-4 были отнесены к потенциально необратимым вви-
ду выраженного некроза и дистрофии. III класс токсич-
ности введённого соединения (АК-26) тоже соответствует 
морфологическим изменениям тяжёлой степени выра-
женности, но обратимость изменений возможна и может 
быть скорректирована в процессе эксперимента. Кроме 
того, введение оловоорганических соединений I–III клас-
са токсичности по СГС не может обеспечить достаточную 
широту терапевтического индекса на дальнейших этапах 
доклинического изучения.

Соединения IV и V классов токсичности по СГС целесо-
образно исследовать в качестве кандидатов в противоо-
пухолевые ЛС ввиду обнаружения умеренной/слабой сте-
пени выраженности морфологических изменений печени 
и большой широтой терапевтического индекса.

Оценка безопасности применения, на наш взгляд, 
должна проводиться на 1-м этапе скринингового докли-
нического исследования соединения с ППД. Этот приём по-
зволит отсеять соединения, которые в перспективе не смо-
гут стать ЛС по причине высокой системной токсичности.

2-й этап
Для обнаружения противоопухолевого и антиметастати-

ческого действия соединений с ППД на перевиваемых со-
лидных опухолях мышей в Федеральном государственном 
бюджетном учреждении «Национальный медицинский ис-
следовательский центр онкологии имени Н.Н. Блохина» Ми-
нистерства здравоохранения Российской Федерации было 
разработано и апробировано множество режимов введения 
и дозирования [37, 38]. Однако при проведении классиче-
ской процедуры для вновь синтезированных и впервые 
тестируемых in vivo субстанций целесообразно проводить 
пятикратное внутрибрюшинное введение в широком диа-
пазоне суммарных доз (100, 150, 250, 350, 450–500 мг/кг) 

[39]. Сведения о классе токсичности позволят оптимизиро-
вать данный протокол с охватом искомой фармакологиче-
ской активности от минимальной до токсической.

3-й этап
Конечный результат действия всех противоопухоле-

вых ЛС — ингибирование клеточной пролиферации. Этот 
эффект достигается путём запуска различных патогене-
тических механизмов в клетке, основными из которых 
являются:
•	 прямое действие на ДНК, РНК и процессы матричных 

биосинтезов;
•	 антинеоангиогенное и проапоптотическое действие 

при условии некоторой селективности влияния на зло-
качественную и условно здоровую клетку [39, 40]
С помощью иммуногистохимического метода мы опре-

делили направление углублённого поиска патогенетиче-
ских механизмов реализации противоопухолевого и анти-
метастатического действия тестируемого соединения Ме-3, 
обладающего максимальной эффективностью на модели 
меланомы В16 мышей. Используя иммуногистохимиче-
ский метод исследования при изучении органов экспери-
ментальных животных, можно получить предварительные 
данные о механизмах действия тестируемых соединений. 
Проведённое нами исследование также позволяет чётко 
регламентировать выбор в пользу тех маркёров, которые 
доступны, точны и помогают качественно оценить пато-
логический процесс. Например, маркёр TGF-β1  — один 
из наиболее важных тканевых факторов, секретируемых 
при развитии опухолей, однако при прогрессии опухоле-
вого роста он теряет свою специфичность и секретируется 
нормальными клетками из микроокружения. Маркёр Bcl-2 
более чувствительный и показательный, что подтверж-
дается при анализе материалов исследования. Melan A 
представляет собой диагностически значимый маркёр 
дифференцировки меланоцитов и является дополнитель-
ным маркёром для дифференциации немеланоцитарных 
опухолей от первичной или метастатической меланомы. 

Разнообразие иммуногистохимических маркёров 
с разной направленностью их воздействия на клеточные 
структуры позволяет использовать этот метод для опти-
мизации процесса выбора различных соединений в поис-
ке препаратов с высокой противоопухолевой активностью. 

Выбор стратегии исследования
Исходя из полученной в результате иммуногистохими-

ческого анализа информации для углублённого изучения 
гибридных оловоорганических соединений была выбрана 
стратегия уточнения патогенетического механизма реали-
зации противоопухолевого и антиметастатического дей-
ствия через апоптоз.

На основании серии сравнительных экспериментов 
по диссертационной работе на тему: «Патогенетиче-
ские механизмы влияния гибридных оловоорганиче-
ских соединений на рост и развитие злокачественных 
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новообразований» был апробирован следующий алгоритм 
доклинического исследования in vivo соединений с ППД:

1-й этап
Определение класса токсичности оловоорганических 

соединений при однократном внутрижелудочном введе-
нии крысам линии Wistar по протоколу OECD 420 и отбор 
кандидатов в противоопухолевые ЛС по принципу наи-
большей безопасности применения.

2-й этап
Определение наличия/отсутствия фармакологической 

активности тестируемых органических соединений олова 
(IV). Соединения IV и V классов токсичности по СГС в ши-
роком диапазоне доз (дозы подбираются в зависимости 
от класса токсичности) исследуются на предмет фармако-
логической активности до естественной гибели животных-
опухоленосителей с выявлением лидерных субстанций, 
углублённое изучение которых является целесообраз-
ным. Отбор перспективных субстанций и суммарных доз 
для введения на следующем этапе определяется продол-
жительностью жизни животных-опухоленосителей.

3-й этап
Определение показателей противоопухолевой и анти-

метастатической активности лидерных оловоорганических 
субстанций с установленным сроком эвтаназии для всех 
животных-опухоленосителей и определением возможных 
механизмов реализации терапевтического эффекта с по-
мощью иммуногистохимического анализа.

4-й этап
Изучение влияния тестируемых соединений на темпы 

роста первичного опухолевого узла и метастатических 
очагов на разных стадиях развития опухолевого процес-
са, при введении в разных режимах, в составе комбини-
рованной и монохимиотерапии. Обязательное уточнение 
механизмов реализации противоопухолевой и антимета-
статической активности с помощью биохимических и им-
муногистохимических методик.

5-й этап
Исследование наиболее перспективных соединений 

согласно Руководству по доклиническим исследованиям 
безопасности в целях проведения клинических исследо-
ваний и регистрации лекарственных препаратов (документ 
утверждён решением Коллегии Евразийской экономиче-
ской комиссии от 26 ноября 2019 г., N 202): «Исследова-
ния токсичности при повторном (многократном) введении 
лекарственного препарата, доклинические исследования, 
проводимые в целях обоснования проведения поисковых 
клинических исследований, исследования местной пере-
носимости лекарственного препарата, исследования ге-
нотоксичности лекарственного препарата, канцерогенной 
лекарственного препарата и др.»

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Приведённая схема оптимизации алгоритмов скринин-

гового (этапы 1–3) доклинического исследования in vivo 
соединений с ППД описана нами на примере оловооргани-
ческих субстанций различной структуры. Более широкое 
применение показателя «Класс токсичности» и методов 
иммуногистохимической визуализации позволило произ-
вести комплексную оценку перспективности дальнейшей 
углублённой разработки данного класса субстанций и вы-
брать соединения-лидеры.

Описанное нами поэтапное исключение тестируемых 
элементоорганических соединений из линейки близких 
по строению субстанций требует дальнейшей апробации 
и в будущем позволит увеличить эффективность отбора 
перспективных кандидатов в противоопухолевые ЛС, 
а также снизить затраты на проведение доклинических 
исследований соединений с ППД.
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