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экспериментальных опухолей
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Целью исследования было изучение прогностических факторов эффективности плазмонной фототермиче-

ской терапии (ПФТ) у крыс с перевитым раком печени на основе оценки степени васкуляризации опухолей.

До начала какого-либо воздействия крысам с перевитым раком печени РС-1 проводили допплерографическое

исследование для оценки степени васкуляризации перевитых опухолей. Половину животных с перевитыми

опухолями выводили из эксперимента после допплерографии для определения методом иммуноферментного

анализа содержания сосудистых факторов в сыворотке крови и иммуногистохимическим методом в ткани

опухоли. После трехкратного внутривенного введения покрытых полиэтиленгликолем золотых наностержней

(ЗНС) в дозировке 0.4mg/ml перевитые опухоли облучали чрескожно инфракрасным лазерным излучением

на длине волны 808 nm и проводили термографию локального нагрева опухоли. Через 24 h животных

выводили из эксперимента и забирали образцы опухолевой ткани для гистологического исследования.

Установлено, что накопление золота в опухолевой ткани и эффективность ПФТ при многократном

внутривенном введении ЗНС определяются наличием сформированной сосудистой сети в опухоли.
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ческое исследование, васкулоэндотелиальный фактор роста, морфология.
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Введение

В последние десятилетия на стыке биомедицинских

наук и оптических нанотехнологий интенсивно развива-

ется новое научное направление — тераностика. Терано-

стика предполагает разработку новых наноматериалов,

обладающих при действии лазерного излучения как

диагностическими, так и терапевтическими свойства-

ми [1]. Среди потенциальных агентов для тераностики

особое место занимают золотые наночастицы (ЗНЧ),
эффективно нагреваемые излучением инфракрасных ла-

зеров. Перспективность применения ЗНЧ определяется

их нетоксичностью и наличием плазмонного резонанса

в ближней инфракрасной области (БИК) [2,3]. Они

могут использоваться для оптической визуализации опу-

холевых клеток [4], в качестве носителей таргетной

доставки лекарственных веществ [5] и термосенсиби-

лизаторов для плазмонной фототермической терапии

(ПФТ) [6].

Особенности строения сосудистой сети опухоли обу-

словливают возможность пассивной доставки и накопле-

ния наночастиц в опухоли при внутривенном введении

за счет так называемого эффекта
”
повышенной прони-

цаемости и задержания“ [7]. Активность ангиогенеза в

опухолевой ткани зависит от баланса ряда стимулирую-

щих или ингибирующих факторов. Ключевой сигнальной

системой, которая регулирует процессы васкуляризации

опухоли, являются факторы роста эндотелия сосудов

VEGF и их рецепторы [8].

Для эффективного проведения ПФТ опухолей с ис-

пользованием золотых наночастиц в качестве термо-

сенсибилизаторов необходимо достаточное накопление

наночастиц в опухоли, что, вероятнее всего, зависит от

степени васкуляризации опухоли, а также оптимальных

временных интервалов и дозировок наночастиц при

внутривенном введении. В связи с этим целью настояще-

го исследования являлось исследование эффективности

ПФТ у крыс с перевитым раком печени для разработки
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прогностических факторов на основе оценки степени

васкуляризации опухолей.

Материалы и методы

Экспериментальное исследование проводили в Цен-

тре коллективного пользования СГМУ им. В.И. Раз-

умовского на 24 белых беспородных крысах-самцах со-

гласно международным этическим нормам Европейской

конвенции защиты позвоночных животных для экспери-

ментальных и других научных целей (Страсбург, 1986),
а также в соответствии с рекомендациями комитета по

этике ФГБОУ ВО Саратовского ГМУ им. В.И. Разумов-

ского Минздрава РФ (протокол № 6 от 06.02.2018 г.).
Все применимые международные, национальные и/или

институциональные принципы ухода и использования

животных были соблюдены.

Альвеолярный рак печени РС1 имплантировали кры-

сам подкожно в области лопатки по 0.5ml 25% опухоле-

вой взвеси в растворе Хэнкса. При достижении опухоля-

ми объема ≥ 3 сm3 до начала какого-либо воздействия

крысам проводили допплерографическое исследование

перевитых опухолей с использованием ультразвуково-

го аппарата Voluson E8 Expert (GE Healthcare, USA)
на частоте 7.2MHz в соответствии со стандартными

критериями. Для оценки степени васкуляризации опухо-

лей проводили исследование в режиме энергетической

допплерографии и использовали программное обеспе-

чение VOCAL (virtual organ computer aided analysis) с

определением объема опухоли и вычислением индекса

васкуляризации (VI), характеризующего плотность мик-

рососудов капиллярного типа в опухоли [9].
Половину животных с перевитыми опухолями по-

сле допплерографии выводили из эксперимента для

определения содержания сосудистых факторов в сыво-

ротке крови — васкулоэндотелиального фактора ро-

ста VEGF-C (Bender MedSystems, Austria) и рецеп-

тора васкулоэндотелиального фактора роста VEGFR1

(RayBiotech, Inc., USA) методом иммуноферментного

анализа (ИФА). В качестве показателей контрольной

группы использовали показатели сосудистых факторов в

сыворотке крови у 12 здоровых интактных крыс-самцов.

Для гистологического исследования образцы тканей

опухоли фиксировали в 10% растворе формалина, под-

вергали стандартной спиртовой проводке и окрашивали

гематоксилином и эозином. Для морфометрического ис-

следования микрососудистой плотности в ткани опухоли

использовали систему анализа цифровых изображений

Микровизора медицинского µVizo-103 (ЛОМО, Санкт-

Петербург). Для определения микрососудистой плотно-

сти в опухоли вычисляли суммарную площадь сосудов в

поле зрения гистологического препарата, подсчет прово-

дился в 10 полях зрения при увеличении 246.4. Иммуно-

гистохимическое окрашивание ткани опухоли проводили

с антителами к васкулоэндотелиальному фактору роста

VEGFA (Abcam, UK) с использованием безбиотиновой

системы детектирования REVEAL Polyvalent HRP-DAB

Detection System (Spring Bioscience, USA).

Для внутривенного введения использовали покры-

тые полиэтиленгликолем (ПЭГ) золотые наностержни,

синтезированные по методике зародышевого роста в

лаборатории нанобиотехнологиии ИБФРМ РАН [10].
Геометрические параметры ЗНС определяли по изоб-

ражениям, полученным методом трансмиссионной элек-

тронной микроскопии на микроскопе Libra-120 (Carl
Zeiss, Germany), длина и диаметр стержней состав-

ляли 41± 8 nm и 10± 2 nm соответственно; концен-

трация золота 400µg/ml соответствовала оптической

плотности 20 при 810 nm. Оставшимся в эксперименте

крысам проводили трехкратное внутривенное введение

покрытых ПЭГ ЗНС по разработанному нами ранее

протоколу [11] и через сутки после последнего вве-

дения проводили ПФТ с использованием БИК лазе-

ра с длиной волны 808 nm и плотностью мощности

излучения 2.3W/сm2. Термографию локального нагре-

ва опухоли проводили с использованием тепловизора

IRYSYS 4010 (UK). Животных выводили из экспери-

мента сразу после проведения ПФТ, забирали ткань

опухоли для определения содержания золота методом

атомно-адсорбционной спектроскопии (ААС) и гистоло-

гического исследования. При определении содержания

золота в опухоли методом ААС проба составляла 1 g

навески ткани для исследований на спектрофотометре

Dual Atomizer Zeeman AA iCE 3500 (Thermo Scientific

Inc., USA) в Центре коллективного пользования
”
Симби-

оз“ ИБФРМ РАН. В качестве показателей контрольной

группы использовали показатели содержания золота в

печени и селезенке у 6 здоровых интактных крыс-

самцов при трехкратном внутривенном введении той же

дозировки ЗНС.

Статистическую обработку полученных данных вы-

полняли с помощью пакета статистических программ

SSPS-13.0. Для проверки нормальности распределения

значений в выборке использовали тест Колмогорова–
Смирнова. При нормальном распределении вычисляли

среднее и среднее квадратичное отклонение, для срав-

нения полученных показателей использовали критерий

Крамера–Уэлча. При отличии распределения от нор-

мального вычисляли медиану и квартили, показатель

достоверности различий (p) определяли с использова-

нием непараметрического критерия Манна–Уитни. Для
оценки взаимосвязи показателей был использован коэф-

фициент корреляции Пирсона.

Результаты исследований

При трехмерном допплерографическом исследовании

перевитые опухоли визуализировались как гипоэхоген-

ные образования с неоднородной эхоструктурой, окру-

женные капсулой с ровными и четкими контурами. На

периферии опухолей располагались крупные принося-

щие сосуды с равномерно окрашенным просветом, длина
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a b
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Рис. 1. Энергетическое допплерографическое исследование опухолей крыс. (a) Опухоль мало васкуляризирована, объем опухоли

V = 4.52 cm3, индекс васкуляризации VI = 0%; (c) Опухоль хорошо васкуляризирована, объем опухоли V = 5.91 cm3, (d) индекс

васкуляризации VI = 0.155%.

визуализируемых фрагментов сосудов различалась в

зависимости от их локализации. В крупных сосудах,

питающих опухоль, на одном и том же сроке после пере-

вивки опухоли параметры кровотока в них значительно

варьировали и характеризовались низким сосудистым

сопротивлением и высокой скоростью кровотока. Эти

различия были связаны с различной степенью васкуля-

ризации опухолей.

При проведении энергетической допплерографии бы-

ло установлено, что при достижении опухолью опреде-

ленного объема (от 5 сm3 до 10 сm3) индекс васкуляри-

зации возрастал с увеличением объема опухоли (рис. 1).
При достижении объема опухоли свыше 10 сm3 и более

индекс васкуляризации перевитых опухолей печени на-

чинал снижаться. Возможно, что рост опухоли опережал

рост сосудов, и из-за недостаточного кровоснабжения в

ней развивались некротические изменения прежде всего

в центральных ее отделах, что было в дальнейшем под-

тверждено данными гистологического исследования. По

результатам допплерографического исследования крысы

с перевитыми опухолями были разделены на 2 группы: с

объемом опухоли менее 5 cm3 и свыше 5 сm3.

Методом ИФА было установлено, что показатели

VEGFR1 были более высокими у крыс с неболь-

шими, слабо васкуляризированными опухолями разме-

ром до 5 сm3 по сравнению с контрольной группой

(p = 0.034) и крысами с крупными опухолями разме-

ром более 5 сm3 (p = 0.008). До настоящего времени

данные о биологической роли VEGFR1 в ангиогенезе

достаточно противоречивы. VEGFR1 оказывает инги-

бирующее воздействие на эмбриональный ангиогенез,

связываясь с VEGF-A и препятствуя связыванию его с

проангиогенным фактором — рецептором VEGFR2, и

стимулирующее воздействие на ангиогенез — во взрос-

лом возрасте. Известно, что VEGFR1 экспрессируется

не только в эндотелиальных клетках, но также в клетках

макрофагального происхождения и способствует росту

опухолей, метастазированию и воспалению [12]. По-

вышение уровня VEGFR1 в сыворотке у животных с

небольшими опухолями может происходить в ответ на

увеличение экспрессии VEGFA в растущих опухолях.

Показатели VEGF-C в сыворотке крови у крыс с

крупными опухолями, размерами свыше 5 сm3, значи-

тельно превышали аналогичные показатели в контроль-

Оптика и спектроскопия, 2020, том 128, вып. 6
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Рис. 2. Содержание сосудистых факторов в сыворотке крови у крыс с перевитыми опухолями. Графики
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ной группе (p = 0.017) и у крыс с небольшими, слабо

васкуляризированными опухолями размером до 5 сm3

(p = 0.008) (pис. 2, b). Известно, что васкулоэндотели-

альный фактор роста VEGF-C стимулирует процессы

лимфангиогенеза [8]. Повышение уровня VEGF-C у

крыс, вероятно, свидетельствует об активации процессов

лимфангиогенеза при дальнейшем росте опухолей.

Полученные нами при допплерографическом исследо-

вании показатели васкуляризации опухолей сравнивали

с морфометрическими параметрами микрососудистой

плотности и данными о накоплении золота в опухоли

при многократном внутривенном введении. Было уста-

новлено наличие положительной корреляционной зави-

симости между индексом васкуляризации и показателем

микрососудистой плотности (r = 0.96 при p < 0.01),

что согласуется с данными других авторов [13].

При анализе показателей температуры локального

нагрева опухоли (pис. 3, a) было установлено, что

нужного подъема температуры для эффективного про-

ведения ПФТ удавалось достичь только при значении

индекса васкуляризации не менее 0.15. При проведении

корреляционного анализа было установлено наличие

зависимости между индексом васкуляризации и содер-

жанием золота в опухоли при повторных внутривенных

инъекциях ЗНС (r = 0.77 при p < 0.01). У крыс с

объемом опухоли свыше 5 сm3 и значениями индек-

са васкуляризации свыше 0.15 отмечалось повышение

накопления золота в опухоли (pис. 3, b). Содержание

золота в печени и селезенке у крыс с объемом опухоли

менее 5 сm3 незначительно отличалось от аналогичных

показателей у крыс в контрольной группе. Это согла-

суется с литературными данными по токсичности и

биораспределению наночастиц золота [14]. Увеличение
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Рис. 4. Холангиокарцинома печени. Иммуногистохимическое окрашивание с антителом к VEGFA. х246. (a) Опухоль с низкой

степенью васкуляризации (VI = 0.034). (b) Опухоль с высокой степенью васкуляризации (VI = 0.155).

накопления золота в печени и селезенке у крыс с

объемом опухоли свыше 5 сm3 может быть связано с

нарушениями детоксикационной функции печени и селе-

зенки при воздействии растущей опухоли на организм.

В перевитых опухолях проводили иммуногистохими-

ческое окрашивание с антителами к васкулоэндотели-

альному фактору роста VEGFA. Известно, что белок

VEGFA семейства VEGF стимулирует пролиферацию и

миграцию эндотелиальных клеток, а также увеличивает

проницаемость микрососудов [15].

Наши исследования показали, что в опухолях с высо-

кими показателями индекса васкуляризации отмечалась

более выраженная экспрессия васкулоэндотелиального

фактора VEGFA (pис. 4, a, b). Эти результаты согласу-

ются с данными исследования Y. Hori и соавторов [16],
которые установили, что в опухолях с более высоким

уровнем экспрессии VEGF наблюдалось большее на-

копление PEG-покрытых липосом за счет более выра-

женного EPR-эффекта проницаемости и задержания в

опухолевых сосудах [16]. Следовательно, повышенная

экспрессия VEGFA в опухолевой ткани свидетельствует

об активации ангиогенеза и повышении проницаемости

сосудов опухоли, что является необходимым условием

для достаточного накопления наночастиц.

Выводы

Эффективное проведение противоопухолевой плаз-

монной фототермической терапии при многократном

внутривенном введении покрытых полиэтиленгликолем

золотых наностержней возможно при достаточном на-

коплении золотых наночастиц в опухолевой ткани. Это

может быть достигнуто при наличии сформированной

сосудистой сети в опухоли, о чем свидетельствует ин-

декс васкуляризации опухоли не менее 0.15.

Допплерографическое исследование может быть ис-

пользовано для неинвазивной оценки степени васку-

ляризации опухолевой ткани, что необходимо для оп-

тимального выбора времени проведения внутривенных

инъекций ЗНС перед ПФТ терапией.

Для выбранной плотности лазерного излучения

(808 nm) на поверхности опухоли, равной 2.3W/сm2,

достаточно было обеспечить экспозицию в 5−6min

для достижения температуры около 70◦С и получения

надежного терапевтического эффекта для опухолей с

высокой степенью васкуляризации при значительном

накоплении в них наночастиц за счет многократного

внутривенного введения.

Соблюдение этических стандартов

Исследование проводили согласно международным

этическим нормам Европейской конвенции защиты по-

звоночных животных для экспериментальных и других

научных целей (Страсбург, 1986), а также в соответ-

ствии с рекомендациями комитета по этике ФГБОУ

ВО Саратовского ГМУ им. В.И. Разумовского Минздра-

ва РФ (протокол № 6 от 06.02.2018 г.). Все применимые

международные, национальные и/или институциональ-

ные принципы ухода и использования животных были

соблюдены.
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