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ВЛИЯНИЕ ОБЩЕЙ ГИПЕРТЕРМИИ  
НА АПОПТОЗ КЛЕТОК КАРЦИНОСАРКОМЫ WALKER 256 

 
 
Проведено иммуногистохимическое исследование программируемой клеточной гибели в клетках карциносар-

комы Walker 256 на 7-е и 14-е сут. после прививки в мышцу бедра в дозе 1 × 106 клеток крысам самцам линии 
Wistar при однократном воздействии общей гипертермией. Выявлен уровень экспрессии белков семейства Bcl-2 
(Bcl-2, Bax и Bad). Наблюдалась выраженная индукция апоптоза при воздействии общей гипертермии. 
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Проблема регуляции клеточной проли-

ферации в нормальных и трансформирован-
ных клетках является одной из фундамен-
тальных проблем медицины. В современных 
клинических и экспериментальных исследо-
ваниях при оценке эффективности и разра-
ботке противоопухолевой терапии уделяет-
ся внимание влиянию физических факторов 
на стимуляцию гибели опухолевых клеток, 
подавление их пролиферации. Важное зна-
чение для характеристики пролиферативной 
активности клеток, их выживаемости и воз-
можностей индукции апоптоза имеет оценка 
отношения Bcl-2 / Bax. По современным 
представлениям это соотношение является 
ключевым фактором в регулирования апоп-
тоза. Белки Bcl-2 и Bax находятся в состоя-
нии постоянного динамического равнове-
сия, они образуют как гомо-, так и и 
гетеродимеры, что может приводить к раз-
витию апоптоза клеток [1]. Считается, что 
низкое отношение Bcl-2 / Bax может обу-
словливать развитие апоптоза, в то время 
как при высоких показателях может отме-

чаться устойчивость клеток к апоптотиче-
ским стимулам [2]. 

Разные физические воздействия вызыва-
ют разную интенсивность изменений биоло-
гических свойств опухолей. Гипертер- 
мическая онкология представляет собой  
относительно новое, бурно развивающееся в 
последние 20–25 лет направление в лечении 
больных со злокачественными новообразо-
ваниями, связанное с применением высокой 
температуры (40–43 С при общем воздей-
ствии и / или 42–47 С – при локальном) для 
повышения эффективности комбинирован-
ной или комплексной терапии пациентов 
[3]. Одним из наиболее перспективных мо-
дифицирующих факторов химиотерапии 
является общая гипертермия [4]. Однако, 
несмотря на позитивные успехи в терапии, в 
составе опухолевых узлов остается опреде-
ленный процент неповрежденных клеток, 
которые могут быть источником рецидиви-
рования и метастазов. Причины устойчиво-
сти этих клеток нуждаются в рассмотре- 
нии их биологических, морфологических  
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и функциональных особенностей, таких как 
особенности пролиферативного потенциала, 
апоптоза клеточных структур. Поэтому не-
обходимо провести морфологическое ис-
следование опухолевого роста при включе-
нии в схему общей гипертермии с целью 
раскрытия структурно-функциональных 
особенностей взаимоотношений в новообра-
зованиях после термальной терапии и опре-
деление роли структурных изменений в 
прогнозе эффекта лечения. 

Цель исследования – в эксперименте с 
помощью иммуногистохимических методов 
изучить экспрессию белков семейства Bcl-2 
в перевиваемой карциносаркоме Walker 256 
при воздействии общей гипертермии. 

 
 
Материал и методы 
 
 
Использовали крыс самцов линии Wistar 

с массой тела 180–200 г. Работу с животны-
ми проводили в соответствии с Европейской 
конвенцией и директивами по охране по-
звоночных животных, используемых в экс-
перименте [5; 6]. Использовали перевивае-
мый штамм опухоли Walker 256 (W256), 
поддерживаемый in vivo. Суспензию клеток 
перевиваемой карциносаркомы Walker 256 
вводили животным в мышцу бедра в дозе  
1 × 106 клеток в 0,1 мл изотонического рас-
твора NaCl [7]. Через 5 сут. с момента при-
вивки опухоли, когда ее объем достигал  
2,51 ± 0,42 см3, животных разделяли на две 
группы: 1-я группа (n = 14) – контроль со 
спонтанным развитием опухоли; 2-я (n = 14) – 
животные при однократном воздействии 
общей гипертермией (ОГ) на 5-е сут. после 
трансплантации опухолевых клеток. Жи-
вотных содержали при фиксированном све-
товом режиме (свет / темнота – 1 : 1). 

ОГ животных производилась в полном 
соответствии со «Способом эксперимен-
тального моделирования общей гипертер-
мии у мелких лабораторных животных» [8]. 
Температурный режим нагрева горячей во-
ды – теплоносителя подбирался экспери-
ментально и составил 45 С. Уровень ОГ, 
при котором прекращали разогрев, опреде-
лялся ректальной температурой 43,5 С 
(стадия теплового удара). Время разогрева-
ния каждой особи до данной температуры 
было индивидуальным, не зависело от ис-
ходной температуры тела, массы животного 

и составляло не более 17 мин. F. Meyer  
и соавт. [9] объясняют столь быстрое повы-
шение температуры тела при разогревании в 
условиях 90–100 % влажности полным пре-
кращением процесса испарения пота и от-
сутствием тем самым эффективного охлаж-
дения [10]. 

Опухолевую ткань для иммуногистохи-
мического исследования забирали в сле-
дующие сроки: у животных 1-й группы – 
после 5 сут. с момента прививки опухоли,  
у крыс 2-й группы – на 7-е и 14-е сут. с мо-
мента проведения ОГ. 

Иммуногистохимическое исследование 
уровня экспрессии белков семейства Bcl-2 
выполняли на парафиновых срезах с помо-
щью непрямого стрептавидин-авидинового 
метода [11]. Для выявления Bcl-2 и Bad в 
качестве первичных использовали мышиные 
моноклональные антитела («BD Bioscienc- 
es», США) в разведении 1 : 100. Для выявле-
ния Bax применяли кроличьи поликлональ-
ные антитела к домену, играющему важную 
роль в образовании гомодимеров и гетеро-
димеров с антиапоптотическими членами 
семейства Bcl-2 («BD Biosciences», США). 
Срезы докрашивали гематоксилином и  
эозином. О специфическом связывании ан-
тител свидетельствовало выявляемое дис-
персное мелкогранулярное окрашивание 
цитоплазмы клеток: от бледно-желтого до 
темно-коричневого цвета. Более интенсив-
ное окрашивание соответствовало наиболее 
высокому содержанию антигенов в клетках. 

Морфометрическое исследование произ-
водили на фотографических снимках при 
помощи моторизованного микроскопа M200 
и камерой AxioCam HRc («Zeiss», Герма-
ния) с конечным увеличением × 630.  
Подсчет осуществляли с помощью компью-
терной программы Axio Vision 4.7.1 и бло-
ком автоматических измерений (Auto 
measure). При подготовке программы ис-
пользованы фильтр-маски Segmentation, 
Sigma. В программу вычислений вводилось 
значение процента площади позитивно ок-
рашиваемых опухолевых элементов (тесто-
вая площадь составляла 39 437 мкм2). Для 
каждой группы оценивалось по 40 изобра-
жений. 

Полученные в экспериментах цифровые 
данные обрабатывали с использованием 
общепринятых методов статистики [12], 
уровень значимости отличий оценивали по 
t-критерию Стьюдента. 
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Результаты исследования  
и обсуждение 
 
Ранее в [13] указывалось, что при срав-

нительной оценки экспрессии белков семей-
ства Bcl-2 при спонтанном развитии опухо-
ли не выявлено достоверных отличий между 
величинами показателей Bcl-2 и Bax (см. 
таблицу). Уровень показателя экспрессии 
Bad был достоверно выше соответствующих 
величин показателей Bcl-2 и Bax в 1,64 и  
1,7 раза соответственно. Возможно, апоптоз 
является фактором, сдерживающим рост 
опухоли на ранних стадиях развития. По 
наблюдениям I. D. Bowen, S. M. Bowen [14], 
в молодых опухолях на начальных стадиях 
развития происходит активация апоптоза, 
но с увеличением массы опухоли апоптоз 
резко падает и сохраняется на относительно 
стабильном уровне. При этом в карциносар-
коме Walker 256 отношение Bcl-2 / Bax со-
ставило 1,04, а отношение Bcl-2 / Bad –  
0,61. 

При микроскопическом исследовании на 
протяжении всего эксперимента при воздей-
ствии ОГ в центре опухоли наблюдали об-
ширный ишемический некроз, свидетельст-
вующий об ее интенсивном росте. Участки 
жизнеспособной ткани сохранялись на пе-
риферии, прилежащей к капсуле. Солидный 
рост карциносаркомы W256 сопровождался 
преобладанием крупных, округлых светлых 
опухолевых клеток. Имелись значительно 
более редкие клетки, по одиночке и мелки-
ми скоплениями с темными гиперхромными 
ядрами, с более узкой цитоплазмой в соот-
ношении 1 : 200. Карциносаркома W256 при 
воздействии ОГ содержала значительное 
количество тонкостенных сосудов капил-
лярного типа, чаще с ветвящимися профи-

лями. К 14-м сут. после воздействия ОГ 
встречались немногочисленные профили 
зрелых крупных сосудов и нервов с оформ-
ленной стенкой. По периферии узла име-
лись единичные соматические мышечные 
волокна, подвергавшиеся литическим пре-
вращениям. Отмечалась инвазия опухоле-
вых клеток в мышечные волокна с резорб-
цией саркоплазмы. В центральной зоне и по 
периферии регистрировались очаги некроза 
опухолевых клеток, различающиеся по раз-
мерам. 

По данным количественного анализа ин-
тенсивности иммуногистохимических реак-
ций, при воздействии ОГ на протяжении 
всего эксперимента резко возрастал уровень 
экспрессии промоторов апоптоза Bax и Bad, 
инициирующих программируемую клеточ-
ную смерть в присутствии ингибиторов кас-
паз. Уровень экспрессии Bad через 7 и  
14 сут. после воздействия ОГ был выше 
уровня при «спонтанном» развитии опухоли 
в 2,1 и 2,2 раза соответственно (см. табли-
цу). Экспрессия проапоптогенного белка 
Bax через 7 и 14 сут. была также выше соот-
ветствующего показателя в контроле в 3,7 и 
1,7 раза соответственно (см. таблицу). Уро-
вень экспрессии антиапоптогенного белка 
Bcl-2 после ОГ был ниже на протяжении 
всего эксперимента, чем у животных со 
«спонтанным» развитием опухоли, в боль-
шей степени на 14-е сут. эксперимента (в 2,2 
раза). Отношение Bcl-2 / Bax через 7 сут. 
эксперимента снижалось до 0,18, а Bcl-2 / 
Bad – до 0,19, т. е. эти отношения были 
уменьшены на 83 и 69 % по сравнению со 
«спонтанным» ростом опухоли. Через 14 сут. 
отношение Bcl-2 / Bax составляло 0,27, а 
Bcl-2 / Bad – 0,13, т. е. эти отношения были 
уменьшены соответственно на 74 и 79 %. 

 
Показатели уровня экспрессии белков семейства Bcl-2 у крыс линии Wistar  

с перевиваемой карциносаркомой Walker 256 при воздействии общей гипертермией, %  
(M ± m) 

 

Группа 
Срок на-
блюдения, 

сут. 

Белок 

Bcl-2 Bax Bad 

1-я 5 19,86 ± 1,52 19,13 ± 2,05 32,59 ± 1,81 

2-я 
7 13,06 ± 1,48 * 71,52 ± 4,49 * 68,06 ± 3,58 * 

14 8,91 ± 1,41 * 33,47 ± 1,59 * 70,58 ± 1,95 * 

 
Примечание: * – достоверность отличия показателей по сравнению с контролем при р < 0,05. 
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Ранее обнаружено [15], что при воздей-
ствии ОГ на крыс линии Wistar с переви-
ваемой карциносаркомой Walker 256 отме-
чается повышенное содержание на 14-е 
сутки ТБК-активных продуктов, уровня 
диеновых конъюгатов, а также увеличение 
активности лизосомных ферментов (арил-
сульфатазы А- и N-ацетил-ß, D-глюкозами- 
нидазы) в сыворотке крови, свидетельст-
вующее о стимуляции окислительного 
стресса, индуцирующего гибель клеток 
Walker 256 путем апоптоза. Важно отме-
тить, что уровень экспрессии протоонкогена 
Bcl-2 при воздействии ОГ на протяжении 
всего эксперимента достоверно ниже соот-
ветствующего показателя контроля у жи-
вотных со спонтанным развитием опухоли, 
в большей степени на 14-е сутки экспери-
мента в 1,52 и 2,23 раза соответственно. 

 
Заключение 
 
Полученные данные могут свидетельст-

вовать о том, что члены семейства белков 
Bcl-2 непрерывно взаимодействуют друг с 
другом, находясь в динамическом равнове-
сии между гомо- и гетеродимерами. Показа-
но, что решающим моментом в запуске 
апоптоза карциносаркомы Walker 256, веро-
ятно, является гетеродимеризация белков 
семейства Bcl-2. Выявлена выраженная ин-
дукция апоптоза при воздействии общей 
гипертермии. 
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INFLUENCE OF THE TOTAL HYPERTHERMIA ON PROGRAMMED CELLULAR DESTRUCTION  
OF СARCINOSARCOMA WALKER 256 

 
A immunohistochemical study of programmed cell death in cells of carcinosarcoma Walker 256 on the 7 and 14 day 

after inoculation in the thigh muscle at a dose of 1 × 106 cells of male Wistar rats, single exposure total hyperthermia. 
Revealed the expression of proteins Bcl-2 family (Bcl-2, Bax and Bad). There was a marked induction of apoptosis when 
exposed to a total of hyperthermia. 

Keywords: carcinosarcoma Walker 256, apoptosis proteins Bcl-2 family, total hyperthermia. 
 


