
¹ 1. 2021 23 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

Оценка противоопухолевой активности 2-[3-(2-хлорэтил)-
3-нитрозоуреидо]-1,3-пропандиола (хлонизола) у мышей 

C57BL/6 с трансплантированной интракраниально  
меланомой B16
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Аннотация. Актуальность. Арсенал средств противоопухолевой терапии метастазов меланомы в головной мозг ограничен. Актуальным остаётся 
поиск и изучение новых средств, способных проникать через гематоэнцефалический барьер и оказывать терапевтический эффект в отношении ин-
тракраниальных опухолевых очагов. Цель. Оценить противоопухолевую активность отечественного производного нитрозоалкилмочевин хлонизола 
у мышей с трансплантированной интракраниально сингенной меланомой B16. Методы. Эксперимент был проведён на 18 инбредных мышах самках 
линии C57BL/6. После интракраниальной трансплантации опухоли, выполненной по модифицированной методике, животные были рандомизированы 
в две группы: I. Контроль (n = 10) – животным однократно внутрибрюшинно вводили 0,9 % раствор натрия хлорида в объёме 10 мл/кг; II. Хлонизол 
(n = 8) – животным однократно внутрибрюшинно вводили тестируемое соединение в дозе 15 мг/кг в 0,9 % раствора натрия хлорида. Введение 0,9 % 
раствора натрия хлорида и хлонизола выполняли через 24 часа после трансплантации опухоли. Конечной точкой исследования была оценка общей 
выживаемости (ОВ) животных. Результаты. По сравнению с контрольной группой введение хлонизола значимо увеличило медиану ОВ мышей с 13 
до 18 дней (логранговый тест, p = 0,0005). В группе хлонизола установлено достоверное снижение риска смерти животных на 71 % по сравнению с 
контрольной группой (HR = 0,29; 95% CI 0,10–0,82). К 15-му дню после интракраниальной трансплантации меланомы В16 все 10 мышей контрольной 
группы погибли от внутримозговой опухоли (100 %), а в группе хлонизола погибли 2 из 8 (25 %) мышей (точный критерий Фишера, p = 0,0015). Заклю-
чение. Несмотря на разведочный характер представленного исследования, его результаты могут служить обоснованием для дальнейшего изучения 
хлонизола при опухолевых поражениях головного мозга.
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Evaluation of the antitumor activity of 2-[3-(2-chloroethyl)-3-nitrosoureido]-1,3-propanediol (chlonisol) in C57BL/6 mice  
with intracranially transplanted B16 melanoma
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Abstract. Background. The arsenal of antitumor drug therapy for melanoma brain metastases is limited. The search and study of new agents capable to 
penetrate the blood-brain barrier and provide a therapeutic effect against intracranial tumors remains an unmet clinical need. The aim is to evaluate the 
antitumor activity of the domestic derivative of nitrosoalkylureas, chlonisol, in mice with intracranially transplanted syngeneic B16 melanoma. Methods. 
The experiment was carried out in 18 female inbred C57BL/6 mice. After intracranial tumor transplantation, performed according to modified technique, the 
animals were randomized into two groups: I. Control (n = 10) – the animals were injected with normal saline 10 ml/kg intraperitoneally; II. Chlonisol (n = 8) –  
the animals were treated with the test compound at a dose of 15 mg/kg in normal saline intraperitoneally. The single administration of normal saline and 
chlonisol was performed 24 hours after tumor transplantation. The end point of the study was overall survival (OS) of the animals. Results. Compared with the 
control group, administration of chlonisol significantly increased the median OS of mice from 13 to 18 days (log rank test, p = 0.0005). Chlonisol significantly 
decreased the risk of death by 71 % compared with the control group (HR = 0.29; 95 %CI 0.10–0.82). By the 15th day after intracranial transplantation of B16 
melanoma, all 10 mice in the control group died from intracerebral tumors (100 %), whereas in the chlonisol group only 2 out of 8 (25 %) mice died (Fisher's 
exact test, p = 0.0015). Conclusion. Despite the exploratory nature of the present study, it provides a good starting point for further research of chlonisol in 
brain tumors.
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Введение / Introduction

Количество опухолей, метастазирующих в голов-
ной мозг (ГМ), значительно превышает количество 
первичных опухолей ГМ. Наиболее часто метастазы 
в центральной нервной системе (ЦНС) наблюдаются 
при опухолях лёгкого, молочной железы и меланоме. 
Меланома имеет наибольший риск метастазирова-
ния в ЦНС среди этих наиболее частых опухолей у 
человека. У 40–60 % пациентов с метастатической 
меланомой появятся метастазы в ЦНС, а по данным 
аутопсии до 80 % пациентов имеют поражение ЦНС. 
Метастазирование меланомы в ЦНС (ГМ) являет-
ся основной причиной гибели пациентов от этого 
заболевания. Медиана общей выживаемости (ОВ) 
этой категории больных составляет 4–6 месяцев [1].  
К сожалению, даже сегодня терапия метастазов мела-
номы в ГМ носит паллиативный характер и включает 
лучевую терапию, хирургические методы или их ком-
бинацию. При этом медиана ОВ не превышает одного 
года [2, 3]. Определённые успехи были достигнуты 
в таргетной терапии метастазов в ЦНС меланомы с 
мутациями BRAFV600 [4]. В последние годы результаты 
клинических исследований ингибиторов иммунных 
контрольных точек (иИКТ: анти-PD-1, анти-PD-L1, 
анти-CTLA-4 моноклональные антитела) продемон-
стрировали обнадёживающие результаты при мета-
стазах меланомы в ГМ. При этом следует учитывать, 
что в исследованиях иИКТ ожидаемо лучший эффект 
наблюдался при наличии бессимптомных метастазов 
в ГМ, а пациенты с симптомными метастазами в ГМ 
чаще всего исключались из исследований, или эффек-
тивность иИКТ у них была низкой [2]. К сожалению, 
из-за «финансовой токсичности» доступ к терапии 
иИКТ ограничен. Следует отметить, что исключение 
пациентов с метастазами в ЦНС/ГМ из клинических 
исследований характерно не только для иИКТ, но и 
для других лекарственных средств, что, несомненно, 
осложняет принятие решения о назначении терапии 
у этой категории больных. Поиск эффективных и до-
ступных средств лекарственной терапии метастазов 
меланомы в ГМ остаётся актуальной задачей совре-
менной онкофармакологии.

Химиотерапия при метастазах в ГМ применяется 
нечасто из-за её низкой способности проникать через 
гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) [5]. В истори-
ческом плане это было основной причиной исклю-
чения пациентов с метастазами в ЦНС из клинических 
исследований средств химиотерапии. Тем не менее, 
алкилирующий агент темозоломид долго применялся для 
лечения метастазов меланомы в ГМ, несмотря на уро-
вень интракраниального клинического ответа 3–7 % [6].  
В рамках клинического исследования I/II фазы была 
предпринята попытка комбинации темозоломида с 
представителем класса нитрозоалкилмочевин (НАМ) 
ломустином. Данная комбинация оказалась неэффек-
тивной у пациентов с метастазами меланомы в ГМ [7].

В результате многолетних исследований, прово-
дившихся в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Петро-
ва» Минздрава России, был получен перспективный 
противоопухолевый агент из класса НАМ хлонизол 
[8]. Хлонизол относится к группе алкилнитрозоуре-
идопропандиолов и на доклиническом этапе показал 
более выраженную противоопухолевую активность 
в сравнении с другим представителем класса НАМ 
ломустином. Соотношение площадей под кривыми 
«концентрация–время» в ГМ и крови интактных жи-
вотных (AUCГМ/AUCкровь) для хлонизола составило 9,5. 
Это указывает на высокую способность хлонизола 
проникать через гематоэнцефалический барьер [9].

В эксперименте для моделирования метастатиче-
ского поражения ГМ при меланоме часто используется 
сингенный штамм меланомы B16. Трансплантация 
штамма осуществляется мышам C57BL/6 в сонную 
артерию или сердце [10, 11], непосредственно в по-
лушарие ГМ [12] или в стриатум с использованием 
стереотаксического оборудования [3]. В нашем ис-
следовании трансплантацию опухоли выполняли по 
методике, являющейся модификацией метода внутри-
мозгового заражения мышей вирусом бешенства [13].

Цель эксперимента – оценить противоопухолевую 
активность хлонизола у мышей C57BL/6 при интра-
краниальной трансплантации меланомы B16.

Материалы и методы / Materials and methods 

Характеристика тестируемого объекта. Хлонизол 
(2-[3-(2-хлорэтил)-3-нитрозоуреидо]-1,3-пропандиол) 
относится к классу НАМ (рис. 1). Молекулярные ме-
ханизмы действия НАМ связаны с алкилированием 
и карбомоилированием макромолекул продуктами 
биодеградации соединений. По уровню цитогенети-
ческой активности хлонизол превосходит все другие 
исследованные ранее препараты класса НАМ [8, 14]. 

Животные, их содержание и использование. Экспе-
римент был проведён на 18 инбредных мышах самках 
линии C57BL/6, полученных из ФГУП «Питомник 
лабораторных животных «Рапполово» (Ленинградская 
область, Россия). Уход и все манипуляции с живот-
ными выполнялись в соответствии с Европейской 
конвенцией о защите позвоночных животных, исполь-

Рис. 1. 2-[3-(2-хлорэтил)-3-нитрозоуреидо]-
1,3-пропандиол (хлонизол)
Figure 1. 2-[3-(2-chloroethyl)-3-nitrosoureido]- 
1,3-propanediol (chlonisol)
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зуемых для экспериментов или в иных научных целях 
(ETS N 123), Директивой Европейского парламента 
и Совета Европейского Союза 2010/63/ЕС о защите 
животных, использующихся для научных целей. Про-
токол был одобрен локальным этическим комитетом. 
Животные содержались в конвенциональном виварии 
в стандартных условиях: температура воздуха 20–24 °C, 
относительная влажность 50–60 %, 12-часовой цикл 
светлого/тёмного времени суток. Мыши получали 
полнорационный брикетированный комбикорм произ-
водства компании «Лабораторкорм» (Москва, Россия) 
и водопроводную питьевую воду ad libitum.

Дизайн эксперимента. После трансплантации опу-
холи животные были рандомизированы в две груп-
пы: I. Контроль (n = 10) – мышам внутрибрюшинно 
однократно вводили 0,9 % раствор натрия хлорида 
в объёме 10 мл/кг; II. Хлонизол (n = 8) – животным 
однократно внутрибрюшинно вводилось тестируемое 
соединение в дозе 15 мг/кг в 0,9 % раствора натрия 
хлорида. Введение 0,9 % раствора натрия хлорида и 
хлонизола выполняли через 24 часа после трансплан-
тации опухоли.

Интракраниальная трансплантация меланомы B16. 
Мышам под изофлурановым наркозом (индукция – 
3 %, поддержание 1,5 %) в условиях операционной 
вивария в надглазничную область вблизи срединной 
линии головы вводили укороченную до 3 мм и вновь 
заточенную инъекционную иглу (23 G), через кото-
рую инокулировали 10 % взвесь опухолевых клеток в 
стерильном 0,9 % растворе натрия хлорида в объёме 
0,025 мл на одно животное.

Оцениваемые параметры. Конечной точкой иссле-
дования была общая выживаемость (ОВ) животных. 
ОВ определялась как время со дня трансплантации 
опухоли до дня гибели животного или эвтаназии в 
терминальном состоянии. В течение эксперимента 
определяли динамику массы тела мышей в двух груп-
пах. Павших и забитых в терминальном состоянии 
животных подвергали полной аутопсии. Череп с ГМ 
фиксировали в 10 % нейтральном формалине в соот-
ношении 1:20. После фиксации материал подвергался 
вырезке в сагиттальной и фронтальной плоскостях на 
фрагменты толщиной не более 3 мм. Далее фрагменты 
подвергались декальцинации в декальцинирующем 
растворе СофтиДЕК (Биовитрум, Россия) в соотно-
шении 1:20 при температуре 22 °С в автоматическом 
ультразвуковом декальцификаторе USE 33 Medite 
(Германия) в течение 24 часов. После декальцина-
ции материал отправляли в стандартную проводку в 
процессоре Logos Microwave Hybrid Tissue Processor 
(Milestone, Италия). Проведённый материал заливали 
в парафиновые блоки и далее изготавливали срезы 
на микротоме Microm HM 340E (Thermo scientific, 
США). Полученные парафиновые срезы толщиной 
3–4 мкм окрашивали гематокисином Майера и во-
дным раствором эозина по стандартной методике в 
автоматическом гистостейнере Leica CV 5030 (Leica 

Microsystems, Германия). Готовые микропрепараты, 
окрашенные гематоксилином и эозином, отсканиро-
ваны с помощью сканера гистологических препаратов 
Pannoramic 250 (3D Histech, Венгрия). Микрофото-
графии гистологических срезов выполнены с помощью 
программного обеспечения Case Viewer (3D Histech, 
Венгрия).

Статистический анализ. Статистическую обработ-
ку результатов эксперимента проводили с помощью 
пакета GraphPad Prism версии 8.0. Критерий Манна–
Уитни использовали для сравнения количественных 
данных. Для сравнения категориальных переменных 
применяли точный критерий Фишера. Данные по ОВ 
животных графически представлены в виде кривых 
Каплана–Мейера. Для сравнения кривых ОВ при-
меняли логранговый критерий. Все критерии были 
двусторонними. Различия считались статистически 
значимыми при p < 0,05. Отношение рисков (Hazard 
Ratio, HR) и границы его 95 % доверительного интер-
вала (95 %CI) рассчитывали с помощью регрессионной 
модели Кокса.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Степень энграфтмента опухоли составила 100 %. 
Рост трансплантированной интракраниально мела-
номы В16 сопровождался ухудшением общего со-
стояния мышей (вялость, снижение потребления 
корма), снижением массы тела, клонико-тоническими 
судорогами. Все эти проявления роста внутримозго-
вой опухоли были менее выражены у мышей в группе 
хлонизола и происходили в более поздние сроки, чем 
в контрольной группе. Динамика массы тела в двух 
группах представлена на рис. 2.

Рис. 2. Динамика массы тела животных
Figure 2. Course of mean body weight of animals
Примечания: Каждая точка представлена в виде среднего и стандарт-
ного отклонения минимум 4 измерений. ** – критерий Манна-Уит-
ни, разница между группами статистический значима, p ≤ 0,01.
Notes: Each data point represents mean (SD) of minimum 4 measurements. 
** – significant Mann-Whitney test, p ≤ 0.01
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Опухолеспецифическая летальность животных 
составила 100 %. На аутопсии животных макроскопи-
чески определялась деформация черепа и асимметрия 
полушарий ГМ. При микроскопическом исследовании 
срезов черепа с ГМ мышей наблюдали солидные поля 
эпителиоидных резко атипичных клеток с выражен-
ным полиморфизмом и высоким ядерно-цитоплазма-
тическим соотношением. Опухолевые клетки имеют 
эозинофильную цитоплазму и округлые или овальные 
ядра с крупными эозинофильными ядрышками. Пе-
ритуморальная лимфоидная инфильтрация во всех 
случаях была крайне скудной или вовсе отсутство-
вала. Продукция меланоцитарного пигмента была 
умеренно выраженная. Отмечалась инвазия опухоли 
в окружающие ткани с обширной деструкцией костей 
черепа (рис. 3).

Кривые общей выживаемости животных пред-
ставлены на рис. 4. Медиана ОВ в контрольной группе 
составила 13 дней, а в группе хлонизола – 18 дней. 
Хлонизол статистически значимо увеличивал продол-
жительность жизни мышей с трансплантированной 
интракраниально меланомой B16 (логранговый тест,  
p = 0,0005). Введение хлонизола значимо снижало риск 
смерти животных на 71 % по сравнению с контрольной 
группой (HR = 0,29; 95 % CI 0,10–0,82).

Рис. 3. Микрофотографии опухолей после интракраниальной трансплантации меланомы B16 мышам C57BL/6
Figure 3. Microscopic tumor view after intracranial transplantation of B16 melanoma in C57BL/6 mice
Примечания: А – очаг меланомы B16 с пигментом, гематоксилин/эозин, ×660; Б – ткань головного мозга с опухолевой инвазией, гематокси-
лин/эозин, ×210; В – инвазивный рост меланомы в ткани ГМ, гематоксилин/эозин, ×170; Г – деструкция костей черепа в результате роста 
опухоли, гематоксилин/эозин, ×80.
Notes: A – lesion of B16 melanoma with pigment, haematoxylin and eosin, ×660; Б – brain tissue with tumor invasion, haematoxylin and eosin, ×210;  
В – invasive growth of melanoma in brain tissue, haematoxylin and eosin, ×170; Г – destruction of the skull bones as a result of tumor growth, haematoxylin 
and eosin, ×80.

Рис. 4. Кривые Каплана–Мейера ОВ мышей в двух 
группах
Figure 4. Kaplan–Meier survival curves for two groups of 
mice
Примечания: Представлена медиана ОВ. Различия в ОВ статистиче-
ски значимы; логранговый тест, p = 0,0005.
Notes: Median OS is presented. The difference in OS is statistically 
significant, log-rank test, p = 0,0005.
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К 15-му дню после интракраниальной трансплан-
тации меланомы В16 все 10 мышей контрольной 
группы погибли от внутримозговой опухоли (100 %), 
а в группе хлонизола погибли 2 из 8 (25 %) мышей 
(точный критерий Фишера, p = 0,0015).

Заключение / Conclusion

Впервые на собственной модификации метода ин-
тракраниальной трансплантации меланомы B16 уста-
новлена противоопухолевая активность отечественного 
соединения класса НАМ хлонизола при однократном 
внутрибрюшинном введении в дозе 15 мг/кг. Несмотря 
на разведочный характер проведённого исследования 
и небольшое количество животных, полученные ре-
зультаты могут служить обоснованием для дальнейшего 
направленного изучения хлонизола при опухолевых 
поражениях ЦНС.
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