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ВОЗМОЖНОСТИ ИММУНОГИСТОХИМИЧЕСКИХ МЕТО-
ДОВ ДЛЯ ОЦЕНКИ ТОКСИЧНОСТИ И МЕХАНИЗМА ДЕЙС-
ТВИЯ СОЕДИНЕНИЙ С ПРЕДПОЛАГАЕМЫМ ПРОТИВО-
ОПУХОЛЕВЫМ ДЕЙСТВИЕМ В ХОДЕ ДОКЛИНИЧЕСКОГО 
ИССЛЕДОВАНИЯ. ОТ ТЕОРИИ К РЕАЛЬНОЙ ПРАКТИКЕ

Резюме
Цель. Выявить наиболее целесообразные для 

углубленного изучения патогенетические меха-
низмы реализации противоопухолевого и ан-
тиметастатического действия тестируемых ги-
бридных оловоорганических соединений с по-
мощью иммуногистохимического метода.

Материалы и методы. В качестве тестируе-
мого соединения было исследована субстанция 
бис(3,5-ди-трет-бутил-4- гидроксифенилтиолат) 
диметилолова (лабораторный шифр Ме-3), от-
носящаяся к классу гибридных оловоорганиче-
ских соединений. Экспериментальная часть вы-
полнена на 30 мышах линии C57Bl/6 (самки) с 
использованием универсальной модели переви-
ваемых опухолей со спонтанным метастазирова-
нием – меланомы В16. Через 48 часов после пе-
ревивки опухолевых клеток мышам-самкам ли-
нии С57Вl/6 Ме-3 вводили внутрибрюшинно  
1 раз в сутки в течение 10 дней в суммарной до-
зе (СД) 375 мг/кг. Для морфологического анали-
за был использован первичный опухолевый узел 
меланомы В16, подготовка тканей была проведе-
на по стандартной схеме. Иммунофенотипирова-

ние образцов ткани меланомы В16 мышей, полу-
ченных в эксперименте, проводили c использо-
ванием первичных антител: Polyclonal Antibody 
to Transforming Growth Factor Beta 1 (TGFb1) 
(Elabscience, dilution of 1:100), Vascular Endothelial 
Growth Factor A (VEGFA) (Elabscience, dilution 
of 1:200), Polyclonal Antibody to Bcl2 Associated 
X Protein (Bcl2) (Elabscience, dilution of 1:100), 
Polyclonal Antibody to Cluster Of Differentiation 34 
(CD34) Elabscience, dilution of 1:200).

Результаты. В нашем исследовании под дей-
ствием гибридного оловоорганического соеди-
нения (Ме-3) в опухолевой ткани активность 
иммуногистохимической реакции с антителами 
к TGF-β1 и Bcl-2 снижалась, модификация про-
цесса образования патологических новых крове-
носных сосудов и сосудоподобных структур из 
опухолевых клеток отмечалась только в метро-
номном режиме введения Ме-3 (десятикратно, в 
низкой дозировке).

Заключение. По результатам поискового 
иммуногистохимического исследования ткани 
меланомы В16 мышей при введении гибрид-
ных оловоорганических соединений наиболее 
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ФУНДАМЕНТАЛЬНАЯ 
И КЛИНИЧЕСКАЯ МЕДИЦИНА

®ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

целесообразными для углубленного изучения 
были выбраны два патогенетических механиз-
ма реализации противоопухолевого и антиме-
тастатического действия тестируемых соедине-
ний: апоптотический и антинеоангиогенетиче-
ский. Для наиболее эффективного доклиниче-
ского отбора новых перспективных соединений 
с предполагаемым противоопухолевым дей-
ствием необходимо расширять границы приме-
нения специфических морфологических мето-
дов, в том числе и иммуногистохимических.

Ключевые слова: доклинические исследо-
вания, противоопухолевые лекарственные сред-
ства, иммуногистохимия, морфологический ме-
тод, гибридные оловоорганические соединения.
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Abstract
Aim. To identify the most suitable pathogenetic 

mechanisms for in-depth study of the antitumor and 
antimetastatic effects of tested hybrid organotin com-
pounds using the immunohistochemical approach.

Materials and Methods. Here, we tested 
bis(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenylthiolate) di-
methyltin (laboratory code Me-3), belonging to the 
class of hybrid organotin compounds, on 30 female 
C57Bl/6 mice using a universal model of transplant-
able tumors with spontaneous metastasis (B16 mela-
noma). 48 hours after tumor cell transplantation, we 
intraperitoneally administered Me-3 once daily to fe-
male C57Bl/6 mice for 10 days at a total dose (TD) of 
375 mg/kg. For histological analysis, we used the pri-
mary tumor node of B16 melanoma. Immunopheno-
typing of B16 melanoma tissue samples was carried 

out using the polyclonal antibodies to transforming 
growth factor beta 1 (TGFβ-1), vascular endothelial 
growth factor A (VEGFA), Bcl2-associated X Protein 
(Bcl-2), cluster of differentiation 34 (CD34). 

Results. After the exposure to Me-3, we found a 
reduced immunohistochemical signal to TGF-β1 and 
Bcl-2 3 in the tumor tissue. Low doses of Me-3 have 
also impacted angiogenesis. 

Conclusion. Me-3 has a pro-apoptotic and an-
ti-angiogenetic effects on B16 melanoma cells in 
C57Bl/6 mice.

Keywords: preclinical studies, antitumor drugs, 
immunohistochemistry, angiogenesis, hybrid organo-
tin compounds.
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Введение
Разработка новых отечественных противо- 

опухолевых лекарственных средств является 
приоритетной задачей в области доклинических 
исследований для междисциплинарных научных 
коллективов. В настоящее время активно ведет-
ся изучение лекарственных субстанций с проти-
воопухолевым действием на основе органиче-
ских производных металлов [1]. Многочислен-
ные переменные, доступные для модификации 
(металл, лиганд и взаимодействие металл-ли-
ганд), открывают уникальные возможности для 
разработки лекарств и привели к созданию об-
ширного портфеля металлопрепаратов, которые 
могут демонстрировать большее разнообразие 
функций и механизмов действия, по сравнению 
с чистыми органическими веществами структу-
ры [2]. Металлоорганические соединения на ос-
нове олова являются перспективными кандида-
тами и широко изучаются в России и за рубежом 
[3,4]. Многочисленные исследования оловоор-
ганических соединений на моделях опухолевых 
клеточных линий in vitro убедительно доказыва-
ют реализацию антипролиферативного действия 
через многофакторный механизм [5]. Доклини-
ческие исследования in vivo ограничены высо-
кой системной токсичностью и не отличаются 
комплексным характером [6].

Тестируемые нами оловоорганические соеди-
нения являются гибридными, то есть содержат 
протекторный фенольный фрагмент. Путем вве-
дения в молекулу защитной антиоксидантной 
фенольной группы при направленном синтезе 
успешно решена проблема избыточной систем-
ной токсичности [7, 8]. 

При проведении скринингового доклини-
ческого исследования линейки аналоговых ги-
бридных оловоорганических соединений по ре-
зультатам изучения противоопухолевой и ан-
тиметастатической фармакологической актив-
ности на двух экспериментальных моделях 
солидных опухолей мышей были выбраны сое-
динения-лидеры [9, 10].

Выявление предполагаемого механизма дей-
ствия для выбранных соединений носило поис-
ковый характер и включало различные методики 
обнаружения, в том числе и расширенное мор-
фологическое исследование. 

На протяжении долгого времени традици-
онная визуализация тканей с использованием 
окрашивания гематоксилином и эозином была 
ключом к диагностике злокачественных ново-
образований, а также основной рабочей плат-

формой, используемой для выяснения биоло-
гии опухоли [11, 12].

Иммуногистохимический анализ на совре-
менном этапе развития медицины является не-
отъемлемым методом тканевой диагностики и 
обнаружения биомаркеров, получившим ши-
рокое распространение во всем мире. Иммуно-
гистохимическая визуализация в клинической 
практике играет важную роль в характеристи-
ке ткани опухоли и ее микроокружения, вклю-
чая сосудистую архитектуру и гипоксию, кле-
точную пролиферацию, гибель клеток [13, 14], 
а также для подтверждения типа опухолевых 
клеток и возможного происхождения метаста-
тического очага неизвестной первичной лока-
лизации [15]. Именно правильно подобранные 
прогностические биомаркеры играют важную 
роль при диагностической иммуногистохимии 
опухолей [16].

В данной работе нами описывается исполь-
зование иммуногистохимических маркеров в 
доклиническом изучении соединений с предпо-
лагаемым противоопухолевым действием (ла-
бораторный шифр Ме-3, бис(3,5-ди-трет-бу-
тил-4-гидроксифенил)тиолат диметилолова) 
для поисковых исследований возможных пато-
генетических механизмов реализации противо-
опухолевой и антиметастатической фармаколо-
гической активности.

В качестве молекулярно-биологического 
маркера для оценки активности злокачествен-
ного процесса в эксперименте определена экс-
прессия трансформирующего фактора ро-
ста бета 1 (Transforming Growth Factor beta 1, 
TGF-β1); для исследования процесса образова-
ния патологических новых кровеносных сосу-
дов, играющих важную роль в молекулярном 
патогенезе опухолевого роста, – экспрессия 
фактора роста эндотелия сосудов A (VEGF-A); 
для оценки образования сосудоподобных 
структур при васкулогенной мимикрии исполь-
зовался эндотелиальный белок CD34; для изме-
нения апоптотических процессов в клетке опу-
холи была изучена экспрессия регулятора апоп-
тоза (Apoptosis regulator Bcl-2).

Цель исследования 
Выявить наиболее целесообразные для углу-

бленного изучения патогенетические механиз-
мы реализации противоопухолевого и антиме-
тастатического действия тестируемых гибрид-
ных оловоорганических соединений с помо-
щью иммуногистохимического метода.
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Материалы и методы
В качестве тестируемого соединения бы-

ла исследована субстанция бис(3,5-ди-трет-
бутил-4- гидроксифенилтиолат) диметилоло-
ва (лабораторный шифр Ме-3), относящаяся 
к классу гибридных оловоорганических сое-
динений. Экспериментальная часть выполне-
на на 30 мышах линии C57Bl/6 (самки) с ис-
пользованием универсальной модели переви-
ваемых опухолей со спонтанным метастазиро-
ванием – меланомы В16. Через 48 часов после 
перевивки опухолевых клеток мышам-самкам 
линии С57Вl/6 Ме-3 вводили внутрибрюшин-
но 1 раз в сутки в течение 10 дней в суммар-
ной дозе (СД) 375 мг/кг (моделирование ме-
трономного режима химиотерапии). Морфо-
логическое исследование выполнено на базе 
клинической больницы «Клиническая боль-
ница «РЖД-Медицина»». Образцы опухоле-
вой ткани меланомы В16 мышей для световой 
микроскопии и иммуногистохимического ис-
следования фиксировали 10% забуференным 
нейтральным формалином. Гистологическая 
проводка образцов ткани осуществлялась в 
автоматическом вакуумном гистологическом 
процессоре ASP6025 (Leica, Germany). После 
проводки образцы ткани заливались в пара-
фин с использованием модульной заливочной 
станции EG1150H (Leica, Germany). На рота-
ционном микротоме RM2245 (Leica, Germany) 
из парафиновых блоков с образцами ткани 
изготавливали серийные срезы. Полученные 
срезы окрашивали гематоксилином и эозином 
по классическому протоколу. Иммунофеноти-
пирование образцов опухолевой ткани прово-
дили с использованием автоматической плат-
формы для проведения IHC и ISH исследова-
ний BOND-MAX (Leica, Germany). 

Из парафиновых блоков с образцами ткани 
изготавливали срезы толщиной 2–3 мкм и на-
носили на предметные стекла с поли-L-лизи-
новым покрытием. Предподготовка стекол для 
иммуногистохимического окрашивания вклю-
чает в себя депарафинизацию и демаскиров-
ку антигенов. Буфер для температурной дема-
скировки брался с рН 6,0 или рН 9,0 в соответ-
ствии с аннотацией к первичным антителам. 
Микроскопическое исследование и фотофик-
сацию полученных иммуногистохимических 
препаратов осуществляли с помощью свето-
вого микроскопа «Leica DM4000В». Уровень 
экспрессии иммуногистохимических маркеров 
оценивался полуколичественным способом в 

баллах: 0 – отсутствие реакции, 1 – слабая ре-
акция, 2 – умеренная реакция, 3 – выраженная 
реакция маркер-позитивных элементов.

Иммунофенотипирование образцов ткани 
меланомы В16 мышей, полученных в экспери-
менте, проводили c использованием первичных 
антител: Polyclonal Antibody to Transforming 
Growth Factor Beta 1 (TGFb1) (Elabscience, di-
lution of 1:100), Vascular Endothelial Growth Fac-
tor A (VEGFA) (Elabscience, dilution of 1:200), 
Polyclonal Antibody to Bcl2 Associated X Protein 
(Bcl2) (Elabscience, dilution of 1:100), Polyclonal 
Antibody to Cluster Of Differentiation 34 (CD34) 
Elabscience, dilution of 1:200).

Результаты
При поисковом иммуногистохимическом ис-

следовании для оценки токсичности и механиз-
ма действия соединений (Ме-3) с предполагае-
мым противоопухолевым действием нами бы-
ли выявлены следующие изменения в исследу-
емых образцах.

При анализе эффекта TGFb1 выявлено, что 
почти все клетки окружающих тканей и боль-
шинство опухолевых клеток активно экспрес-
сируют данный фактор (рисунок 1). При воз-
действии соединения с предполагаемым проти-
воопухолевым эффектом (Ме-3) на опухолевую 
ткань наблюдается слабая неравномерная экс-
прессия TGFb1 (рисунок 2).

При анализе антитела Bcl2, отвечающего 
за регуляцию апоптоза в организме, отмечено 
снижение его экспрессии при использовании 
соединений с предполагаемым противоопухо-
левым эффектом (Ме-3) (рисунок 3), в срав-
нении с группой без применения данных сое-
динений, где сверхэкспрессия белков Bcl2 сви-
детельствует об уклонении клеток от гибели и 
прогрессировании метастазирования опухоле-
вого процесса (рисунок 4). 

При анализе экспрессии VEGF-A, важного 
антитела при оценке васкуло- и ангиогенеза, 
регистрировалось снижение экспрессии мар-
кера при использовании соединений с пред-
полагаемым противоопухолевым эффектом  
(Ме-3) (рисунок 5) относительно группы срав-
нения (рисунок 6).

При переходе от эндотелий-зависимых сосу-
дов к имитированным сосудам мозаичные со-
суды встречаются как переходный тип между 
эндотелий-зависимыми сосудами и каналами 
васкулогенной мимикрии, при этом в васкуля-
ризации опухоли участвуют как эндотелий, так 

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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и опухолевые клетки. Именно иммуногистохи-
мическое окрашивание с использованием CD34 
является золотым стандартом диагностики ва-
скулогенной мимикрии при злокачественных 
опухолях (рисунок 7, 8).

Обсуждение
Более чем десятилетний опыт клинической 

практики подчеркивает быструю эволюцию те-
стирования биомаркеров и подтверждает тера-
певтическую значимость такого исследования 

ORIGINAL RESEARCH

Рисунок 2.  
Иммуновизуализа-
ция антитела TGFβ-1, 
слабая неравно-
мерная экспрес-
сия в опухолевых 
клетках меланомы 
В16 мышей с приме-
нением соединений 
с предполагаемым 
противоопухолевым 
эффектом (Ме-3), 
×200.

Figure 2.
Detection of anti-
TGFβ-1 antibody: 
weak, uneven 
expression in 
melanoma B16 cells 
in mice which were 
treated with an anti-
tumor compound 
(Me-3), ×200 
magnification.

Рисунок 1.  
Иммуновизуали-
зация антитела 
TGFβ-1, выраженная 
экспрессия в опухо-
левых клетках мела-
номы В16 мышей без 
применения соеди-
нений с предпола-
гаемым противоопу-
холевым эффектом 
(Ме-3), ×200.
 

Figure 1.
Detection of anti-
TGFβ-1 antibody: 
significant expression 
in melanoma B16 
cells in mice which 
were not treated 
with an anti-tumor 
compound (Me-3), 
×200 magnification.
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Рисунок 4.  
Иммуновизуали-
зация антитела 
Bcl-2, выраженная 
экспрессия в опухо-
левых клетках мела-
номы В16 мышей без 
применения соеди-
нений с предпола-
гаемым противоопу-
холевым эффектом 
(Ме-3), ×200.

Figure 4.
Detection of anti-
Bcl2 antibody: 
significant expression 
in melanoma B16 
cells in mice which 
were not treated 
with an anti-tumor 
compound (Me-3), 
×200 magnification.

Рисунок 3.  
Иммуновизуализа-
ция антитела Bcl-2, 
снижение экспрес-
сии в опухолевых 
клетках меланомы 
В16 мышей с приме-
нением соединений 
с предполагаемым 
противоопухолевым 
эффектом (Ме-3), 
×200.
 

Figure 3.
Detection of anti-Bcl2 
antibody: decreased 
expression in 
melanoma B16 cells 
in mice which were 
treated with an anti-
tumor compound 
(Me-3), ×200 
magnification.

для всех пациентов [17]. Иммуногистохими-
ческие методы обладают высокой воспроизво-
димостью и относительно эффективны с точки 
зрения затрат, что делает их ценными новыми 
инструментами в онкологической практике [18]. 

Иммуногистохимические маркеры в поиско-
вых доклинических исследованиях соединений 
с предполагаемым противоопухолевым дей-
ствием, на наш взгляд, используются недоста-
точно.
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Рисунок 6.  
Иммуновизуали-
зация антитела 
VEGFA, выраженная 
экспрессия в опу-
холевых клетках 
меланомы В16 
мышей без приме-
нения соединений 
с предполагаемым 
противоопухолевым 
эффектом, ×200.

Figure 6.
Detection of anti-
VEGFA antibody: 
significant expression 
in melanoma B16 
cells in mice which 
were not treated 
with an anti-tumor 
compound (Me-3), 
×200 magnification.

Рисунок 5.  
Иммуновизуализа-
ция антитела VEGFA, 
снижение экспрес-
сии в опухолевых 
клетках меланомы 
В16 мышей с приме-
нением соединений 
с предполагаемым 
противоопухолевым 
эффектом (Ме-3), 
×200.
 

Figure 5.
Detection of anti-
VEGFA antibody: 
decreased expression 
in melanoma B16 
cells in mice which 
were treated with 
an anti-tumor 
compound (Me-3), 
×200 magnification.

Трансформирующий фактор роста бета 1 
(TGF-β1) регулирует множество внутренних 
клеточных процессов в опухолевой клетке [19, 
20]. Экспрессия данного белка может быть 
определена в качестве молекулярно-биологи-

ческого маркера для оценки активности злока-
чественного процесса в эксперименте. В нашем 
исследовании при действии гибридного олово-
органического соединения Ме-3 в опухолевой 
ткани активность иммуногистохимической ре-
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Рисунок 8.  
Иммуновизуализа-
ция антитела CD34, 
умеренная экспрес-
сия в микроцир-
куляторном русле 
опухоли меланомы 
В16 мышей с приме-
нением соединений 
с предполагаемым 
противоопухолевым 
эффектом (Ме-3), 
×200.

Figure 8.
Detection of anti-
CD34 antibody: 
moderate expression 
in melanoma B16 
cells in mice which 
were treated with 
an anti-tumor 
compound (Me-3), 
×200 magnification.

Рисунок 7.  
Иммуновизуализа-
ция антитела CD34, 
выраженная экс-
прессия в микроцир-
куляторном русле 
опухоли меланомы 
В16 мышей без при-
менения соединений 
с предполагаемым 
противоопухолевым 
эффектом, ×200.
 

Figure 7.
Detection of anti-
CD34 antibody: 
significant expression 
in melanoma B16 
cells in mice which 
were not treated 
with an anti-tumor 
compound (Me-3), 
×200 magnification.

акции с антителами к TGF-β1 снижалась, что 
может свидетельствовать о целесообразности 
дальнейшей разработки данного класса соеди-
нений в качестве перспективных кандидатов в 
противоопухолевые лекарственные препараты.

При введении Ме-3 в опухолевой ткани 
произошло изменение (усиление) активности 
апоптотического маркера Bcl-2, который игра-
ет ключевую роль в регуляции митохондриаль-
ного пути апоптоза. Избыточное воздействие 
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антиапоптотического гена Bcl-2 может инги-
бировать апоптоз, тогда как дополнительное 
воздействие проапоптотического гена Bax мо-
жет обратить биологическую активность Bcl-2 
и вызвать апоптоз. Изменение иммуновизуали-
зации антитела Bcl-2 в опухолевой ткани после 
введения Ме-3 позволяет предположить реали-
зацию противоопухолевого действия по пути 
активизации апоптоза и изменению митохон-
дриального метаболизма, что требует углублен-
ного исследования.

Модификация процесса образования пато-
логических новых кровеносных сосудов и со-
судоподобных структур из опухолевых кле-
ток (феномен васкулогенной мимикрии), игра-
ющих важную роль в молекулярном патоге-
незе опухолевого роста, отмечалась только в 
метрономном режиме введения Ме-3 (деся-
тикратно, в низкой дозировке). Метрономная 
химиотерапия гибридными оловоорганиче-
скими соединениями может рассматриваться 
как компонент паллиативной химиотерапии в 
эксперименте, что согласуется с литературны-

ми данными о перекрестном взаимодействии 
в опухолевом микроокружении между опухо-
левыми клетками и эндотелиальными клетка-
ми [21].

Заключение
По результатам поискового иммуногистохи-

мического исследования ткани меланомы В16 
мышей при введении гибридного оловоорга-
нического соединения в метрономном режиме 
лечения наиболее целесообразными для углуб- 
ленного изучения были выбраны два патоге-
нетических механизма реализации противо- 
опухолевого и антиметастатического действия 
тестируемых соединений: апоптотический и 
антинеоангиогенный.

Для наиболее эффективного доклиническо-
го отбора новых перспективных соединений 
с предполагаемым противоопухолевым дей-
ствием необходимо расширять границы при-
менения специфических морфологических 
методов, в том числе и иммуногистохимиче-
ских.
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