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Отдельного обсуждения заслуживает установлен-
ный нами факт, что у 15 плодов с СД нами были заре-
гистрированы патологические КСК в венозном протоке 
при нормативных значениях толщины ВП. При этом 
более часто это было зарегистрировано в сроки 11 не-
дель 0 дней – 11 недель 6 дней (у 4 (14,8%) из 27 пло-
дов). В 12 недель 0 дней – 12 недель 6 дней аномаль-
ные КСК в ВП при нормативных значениях толщины 
воротникового пространства были отмечены у 6 (8,3%) 
из 72 плодов с СД, а в 13–14 недель – у 5 (10,2%) из 49. 
По-видимому, это можно объяснить тем, что в 11–12 
недель беременности толщина ВП может еще не до-
стигнуть наибольших значений, а пик регистрации ано-
мальных КСК в ВП приходится на 10–13 недель [4].

По нашему мнению, оценка ТР в скрининговом ре-
жиме пока нецелесообразна. Во-первых, этот маркер 
обладает чувствительностью менее 50%, а также по 
причине того, что этот маркер является самым трудо-
емким из всех пренатальных ультразвуковых маркеров 
в ранние сроки, требует специальной подготовки и убе-
дительных практических навыков по эхокардиографии 
плода в 11–14 недель беременности. Кроме этого его 
включение в комплексное обследование не влияет на 
суммарную чувствительность пренатальной эхографии 
в идентификации плодов с СД в конце первого триме-
стра беременности. 

Таким образом, чувствительность изолированного 
использования толщины ВП в наших исследованиях 
составила 76,4% при СД у плода, а при комбиниро-
ванном применении оценки толщины ВП, длины НК и 
КСК в венозном протоке – 86,5%, что позволяет реко-
мендовать эту схему для применения в ходе скринин-

говых ультразвуковых исследований в 11–14 недель 
беременности.
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В работе изучена экспрессия белков Ki-67 и р53 как независимый прогностический фактор, влияющий на выживаемость 
при комплексном лечении нерезектабельного местнораспространённого немелкоклеточного рака лёгкого (НМРЛ) с включе-
нием в комплекс вихревого магнитного поля (ВМП).

Уровень экспрессии Ki-67 в клетках НМРЛ до воздействия составлял 48,4 ± 16,7%, а после воздействия уменьшился до 
32,8 ± 11,5% (р < 0,05). При анализе уровней экспрессии р53 были выявлены следующие цифры: для опухолей перед нача-
лом воздействия ВМП уровень экспрессии был равен 41,5 ± 12,1%, после воздействия отмечалось снижение его показателей 
до 29,7 ± 10,3% (р < 0,05). Эти данные ассоциируются с хорошим прогнозом у больных с НМРЛ, если в комплексной терапии 
использовать ВМП.
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Введение
Рак лёгкого (РЛ) остаётся основной причиной смер-

ти от злокачественных новообразований у мужчин. Не-
смотря на усиление борьбы с курением и достижения 
в лечении, абсолютное число смертей по-прежнему 
увеличивается [11]. 

Немелкоклеточный рак лёгкого (НМРЛ) – одна из 
наиболее распространённых опухолей с плохим про-
гнозом. Хирургические резекции играют главную роль 
в лечении пациентов с I и II стадиями заболевания, но 
не всегда могут быть использованы для пациентов с  
III стадией НМРЛ [7]. Лечение больных с нерезекта-
бельным местнораспространённым НМРЛ продолжает 
развиваться в течение последних двух десятилетий.  
В 1980 году только использование одной лучевой тера-
пии привело к медиане выживаемости, составляющей 
около 10 месяцев, и 3-летней выживаемости, составля-
ющей не менее 10%. Рандомизированные исследования 
III фазы комбинированного лечения показали увеличение 
медианы выживаемости от 10 до примерно 13 месяцев 
с добавлением двух циклов химиотерапии на основе ци-
сплатина, проводимых перед лучевой терапией [8, 13].

Таким образом, вопросы комплексного лечения 
нерезектабельного местнораспространённого НМРЛ 
окончательно не решены. Требуется новая стратегия 
лечения для пациентов с НМРЛ [10].

Одной из попыток решения этой задачи является 
использование методики лечения злокачественных 
новообразований вихревым магнитным полем (ВМП), 
разработанной в КубГМУ, новизна которой заключа-
ется в одновременном и синхронном воздействии на 
все органы и системы больного вращающимся, плавно 
изменяющимся по амплитуде магнитным полем. Реа-
лизуется этот метод с помощью установки «Магнито-
турботрон» [4]. Актуальную задачу для своих иссле-
дований мы видели в обосновании и оценке методики 
комплексного лечения именно НМРЛ с включением 
в комплекс лечения помимо традиционных методов, 
ВМП. Выполнение программы обоснования и оценки 
лечения возможно только при проведении параллель-
но экспериментальных и клинических исследований.

Клинические исследования должны были включать 
изучение независимых прогностических факторов, вли-
яющих на выживаемость больных с НМРЛ. К этим фак-
торам относится экспрессия белка пролиферации Ki-67 
и белка р53 в клетках опухоли.

Антитела к Ki-67 применяют для оценки пролифе-
ративной активности многих новообразований: легких, 
злокачественных лимфом, опухолей молочной, пред-
стательной, поджелудочной желез, гипофиза, толстой 
кишки [1, 5, 6]. По отношению числа опухолевых Ki-
67-позитивных клеток к общему их количеству рассчи-
тывается индекс пролиферативной активности (индекс 
Ki-67). Обнаружена связь между значениями индекса 
Ki-67 и степенью гистологической дифференцировки 
опухоли и клиническим прогнозом при раке легкого, 

In this paper we studied the expression of proteins Ki-67 and p53 as an independent prognostic factor influencing survival in 
unresectable locally advanced complex treatment of non-small cell lung cancer (NSCLC) with the inclusion of the complex vortical 
magnetic fields (VMF). The level of expression of Ki-67 in NSCLC cells before exposure was 48,4 ± 16,7%, while after exposure was 
reduced to 32,8 ± 11,5% (p <0,05). In analyzing the expression levels of p53 were identified by the following figures: for tumors before 
exposure VMF expression level was equal to 41,5 ± 12,1%, after exposure, a decrease of its performance up to 29,7 ± 10,3 (p <0,05). 
These data are associated with good prognosis in patients with NSCLC when used in the treatment of VMP.

Key words: nonsmall cell lung cancer, Ki-67, p53, vortical magnetic field.

эндометрия, яичника, мочевого пузыря, опухолях не-
рвной системы. Показано, что индекс Ki-67 является 
независимым показателем при прогнозировании реци-
дивов и длительности жизни у больных раком лёгкого, 
молочной и предстательной желез [3, 6].

В ряде исследований экспрессия р53 была зареги-
стрирована как прогностический фактор для НМРЛ с до-
вольно противоречивыми результатами. Эти сомнения 
были развеяны E. Steels, M. Paesmans, T. Berghmans  
et al. [15], которые представили мета-анализ исследо-
ваний, проведённых для изучения роли р53 в прогнозе 
выживаемости при раке лёгких. Было отобрано 79 ра-
бот за 1992–1999 годы. Во всех этих сообщениях, каса-
ющихся прогностического значения экспрессии р53 для 
выживания больных раком лёгкого, оценивали экспрес-
сию мутированного гена р53 или его белка иммуноги-
стохимическими и другими методами, а также антите-
лами против р53 в сыворотке крови. Систематический 
обзор литературы убедительно показал, что мутация 
гена р53 в клетках рака лёгкого является плохим про-
гностическим фактором для выживаемости у пациен-
тов с НМРЛ. Анализ выявил сходные черты для каждой 
подгруппы НМРЛ и помог прояснить ошибки в несколь-
ких сообщениях отдельных авторов. Этот мета-анализ 
является важной основой для прогностических причин 
и самого прогноза выживаемости при НМРЛ. 

Материалы и методы исследования
Пациенты, опухолевый материал которых ис-

пользовался в морфологических исследованиях.  
В исследование было включено 20 пациентов с нере-
зектабельным местнораспространённым НМРЛ, но ги-
стологическим диагнозом у всех больных был плоско-
клеточный рак. Пациентам провели 30 процедур ВМП на 
установке «Магнитотурботрон» при индукции поля 3мТ 
и частотой 100 Гц. Впоследствии этим больным прово-
дилась химиотерапия или лучевая терапия, в зависимо-
сти от плана лечения, но на момент магнитотерапии они 
проходили дополнительные исследования, или у них аг-
рессивные методы лечения нельзя было проводить из-
за сопутствующих заболеваний. Всем больным перед 
магнитотерапией и после неё выполняли фиброволо-
конную бронхоскопию с биопсией. На проведение таких 
мероприятий было дано устное согласие больного.

Методика выявления антигена Ki-67. Экземпля-
ры опухоли, полученные во время бронхоскопии, были 
фиксированы в нейтральном забуференном форма-
лине (10%-ный водный раствор; рН = 7,4) и залиты в 
парафин с приготовлением блоков. Затем получали 
последовательные тонкие срезы опухоли (толщина  
5 µm), которые размещали на поли-L-лизин-обработан-
ные предметные стёкла. Срезы нагревали до 60–70° в 
течение 20 минут, затем депарафинировали в ксило-
ле и регидратировали в 100%-ном и 95%-ном этаноле. 
Для выявления антигена Ki-67 антителами срезы были 
промыты дважды в 10 µM цитратном буфере с рН 6,0 
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по 10 минут и затем охлаждены при комнатной темпе-
ратуре в течение 20 минут. После подавления эндоген-
ной активности пероксидазы 0,3% Н2О2 (в абсолютном 
метаноле) в течение 30 минут срезы обрабатывали в 
течение 2 часов при комнатной температуре 5%-ным  
бычьим альбумином для блокирования сайтов, связан-
ных с неспецифическими антителами. Стёкла инкуби-
ровали в течение ночи при температуре 4° с мышины-
ми моноклональными антителами MIB-1 в разведении 
1:100 для обнаружения Ki-67 и дальнейшего оптималь-
ного окрашивания. В течение часа срезы затем инкубиро-
вали с биотинилированным антимышиным IgG («Vector 
Lab. Inc.», «Burlingame», CA, США) для Ki-67. Иммуноо-
крашивание было выполнено биотин-стрептавидин-им-
мунопероксидазным методом с 3,3-диаминобензидин-
тетрагидрохлоридом, как хромогеном («SAB-PO kit», 
«Nichiri», Токио, Япония). В качестве доокрашивания 
использовался метиловый зелёный. Для положитель-
ного контроля использовали формалин-фиксированные 
парафиновые срезы плоскоклеточного рака лёгкого, ко-
торые окрашивали одновременно. Для отрицательного 
контроля срезы инкубировали с фетальной телячьей 
сывороткой вместо первичных антител. Для Ki-67 опухо-
левые клетки считались положительными, если какое-
нибудь ядерное окрашивание присутствовало.

Индекс Ki-67 был определён как процент опухоле-
вых клеток, воспроизводящих ядерную иммунореак-
тивность, и рассчитывался путём подсчёта в каждом 
срезе числа окрашенных клеток на ядерный Ki-67 в 
1000 опухолевых клетках. Изучался один срез от ка-
ждой опухоли с увеличением х100, по крайней мере, 
в двух или трёх направлениях наугад. Подсчёт клеток 
проводили при х400 не менее чем в семи полях зрения. 

Методика выявления антигена р53. Иммуно-
гистохимическое окрашивание было выполнено на 
фиксированных формалином и залитых в парафин 
образцах тканей плоскоклеточного рака лёгкого с ис-
пользованием авидин/биотинового метода (ABC Kit 
Novocastra) с моноклональными антителами против 
р53 (clone DO-7, Novocastra Lab. Ltd, Newcastleupon-
Tyne, UK, разбавленные 1:100) и стрептавидин/биотин 
комплектом (LSAB, Dako Denmark). P53 антитела могут 
реагировать с дикими и мутантными типами белка р53. 
Срезы толщиной 5 µm депарафинировали в ксилоле 
(3х5 мин), проводили через батарею возрастающей 
крепости этилового спирта (2х10 мин) и промывали в 
дистиллированной воде (2х5 мин). Иммуногистохими-
ческое окрашивание на р53 проводили с использова-
нием теплоиндуцированного поиска антигена (эпитопа) 
в микроволновой печи. Депарафинированные срезы 
погружали в буфер лимонной кислоты, содержащей  
NP-40 (0,01 M, pH 6,0; Sigma), и нагревали в микро-
волновой печи (600 Вт) в течение 10 мин, а затем ещё 
выдерживали в течение 15 мин. Неспецифическая 
эндогенная реактивность пероксидазы была забло-
кирована с помощью 2%-ной перекиси водорода на 
70%-ном метаноле в течение 10 минут при комнатной 
температуре (2,28%, 30 сек.). Образцы тканей были 
обработаны моноклональными первичными антите-
лами против р53 онкопротеина в течение 2 часов при 
комнатной температуре, а затем инкубировали с вто-
ричными биотинилированными антителами в течение  
20 минут. Антиген-антитело-реакция визуализирова-
лась 8-минутной инкубацией с 3,3’-диаминобензидин-
тетрахлоридомом (DAB) в качестве хромогена. Препа-
раты контрастно докрашивали гематоксилином. Буфер 

PBS был использован для последующих промываний и 
для разведения антител. Отрицательный контроль был 
выполнен исключением первичных антител. Результа-
ты иммуноокрашивания были оценены при световой 
микроскопии, оценивали путём подсчёта 1000 клеток в 
пяти случайно выбранных полях опухоли (х400). Слу-
чай отмечался как положительный, если более 10% ра-
ковых клеток имели ядерное окрашивание белка р53.

Результаты исследования
При изучении уровня экспрессии Ki-67 в плоско-

клеточном раке лёгкого до воздействия отмечено, что 
экспрессия этого антигена была равна 48,4 ± 16,7%, 
а после воздействия в опухолях пациентов с плоско-
клеточным раком отмечено её уменьшение до 32,8 ± 
11,5% (р < 0,05). 

Антитела для р53, используемые в нашем исследо-
вании, распознают оба типа р53: дикий и мутантный, 
хотя в клетках присутствовали мутантные формы.  
В плоскоклеточных раках большинство из р53 положи-
тельных ядер были отмечены в периферических клет-
ках, тогда как области с ороговением оставались от-
рицательными. Локализация р53 была исключительно 
ограничена ядром. Окрашивание для плоскоклеточного 
рака, как и для всех реактивных раков, было гетероген-
ным, но не случайным. То есть р53 был обычно скон-
центрирован в тех раковых клетках, которые граничили 
с соседними неопухолевыми структурами. Тогда как в 
этих структурах окрашенных ядер никогда не видели.

При анализе уровней экспрессии р53 были выяв-
лены следующие цифры: для опухолей перед нача-
лом воздействия ВМП уровень экспрессии был равен  
41,5 ± 12,1%, после воздействия отмечалось снижение 
его показателей до 29,7 ± 10,3 (р < 0,05).

Обсуждение
Пролиферативная активность опухоли является по-

тенциально полезным индикатором для предсказания 
прогноза заболевания. Всё это подтверждает и разви-
вает данные открытия, зарегистрированного нами [2].

Далее для подтверждения основного вывода об 
угнетении пролиферативной активности опухолевых 
клеток было проведено ИГХ-изучение экспрессии бел-
ка пролиферации Ki-67 в опухолях пациентов с НМРЛ, 
подвергавшихся воздействию ВМП. Известно, что 
этот белок (антиген Ki-67) определяется только в де-
лящихся клетках. Убедительные доказательства не-
обходимости Ki-67 в клеточной пролиферации были 
получены в экспериментах с клеточными культурами. 
Ki-67 присутствует в ядрах клеток на всех стадиях 
жизненного цикла, за исключением G0 и начальной 
стадии GI [12]. Таким образом, его экспрессия должна 
коррелировать с другими показателями пролифера-
тивной активности.

Проведенное нами исследование по выявлению 
экспрессии Ki-67 в опухолях, подвергавшихся воз-
действию ВМП, указало на снижение накопления 
этого белка. При изучении уровня экспрессии Ki-67 
в плоскоклеточном раке лёгкого до воздействия от-
мечено, что экспрессия этого антигена была равна  
48,4 ± 16,7%, а после воздействия в опухолях пациен-
тов с плоскоклеточным раком отмечено её уменьшение 
до 32,8 ± 11,5% (р < 0,05). Это ещё раз свидетельству-
ет о более благоприятном прогнозе у больных НМРЛ, 
если в комплекс их лечебных мероприятий будет  
включено ВМП. 
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Далее в процессе изучения факторов, влияющих 
на прогноз при НМРЛ, наше внимание привлёк ген р53, 
известный как хранитель целостности генома, играю-
щий важную роль в регуляции апоптоза. Изменения в 
гене р53 являются наиболее широко описанными гене-
тическими изменениями в неоплазмах человека, в том 
числе и в РЛ. Мутации в гене р53 приводят к синтезу 
изменённого белка р53, не способного контролиро-
вать репарацию ДНК или активацию апоптоза после 
сублетальных повреждений клетки, которые вызыва-
ют стойкое повреждение ДНК [14]. р53-положительные 
опухоли показали чёткую связь с выживанием, пациен-
ты с р53 позитивными опухолями имели значительно 
худший прогноз. Это согласуется с результатами при 
изучении РЛ многими исследователями [9]. С другой 
стороны, есть такие исследования, которые не нашли 
никаких различий в выживаемости между р53-положи-
тельными и р53-негативными опухолями. Мы же осно-
вывались на данных крупных мета-анализов, таких как 
у E. Steels, M. Paesmans, T. Berghmans et al. [15], ко-
торые чётко показали взаимосвязь накопления р53 и 
прогноза при НМРЛ.

Мы получили достоверные данные о снижении 
экспрессии мутированного р53 в опухолях, подвер-
гавшихся воздействию ВМП. При анализе уровней эк-
спрессии р53 были выявлены следующие цифры: для 
опухолей перед началом воздействия ВМП уровень 
экспрессии был равен 41,5 ± 12,1%, после воздействия 
отмечалось снижение его показателей до 29,7 ± 10,3  
(р < 0,05). Эти данные, полученные нами, ассоцииру-
ются с хорошим прогнозом у больных с РЛ, если в ком-
плексной терапии также использовать ВМП.
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Однократное подкожное введение нативной человеческой плазмы вместе с адъювантом Фрейнда в равных пропорциях 
по 0,1 мл в 5 точек сирийским хомякам вызывает развитие нефропатического типа генерализованного амилоидоза, вы-
раженную протеинурию, снижение показателей электролито- и водовыделительной функций почек, активацию процессов 
перекисного окисления липидов. Одновременное введение нативной человеческой плазмы вместе с адъювантом Фрейнда и 


