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Previously, we reported on the development of 
a therapeutic regimen allowing eradication of primary 
murine Krebs-2 ascites transplants. This protocol 
involved multiple injections of dsDNA preparations 
administered during the NER and HR phases of repair 
of interstrand DNA cross-links induced by prior cyclo-
phosphamide treatments. Mice treated under this 
protocol frequently developed secondary ascites, 
which indicated that some tumor-inducing cancer 
stem cells could survive the treatment and caused 
relapse. Further, we observed that animals receiving 
multiple dsDNA injections developed pronounced 
systemic inflammatory response. This prompted us to 
develop a more straightforward treatment regimen 
based on the synergistic activity of cyclophosphamide 
and dsDNA preparations, which would allow complete 
eradication of established primary Krebs-2 ascites and 
also be less toxic for the treated animals. This protocol 
relies on a precisely timed single injection of dsDNA 
during the NER/HR transition period of each repair 
cycle. Under this protocol, 8-day remission of Krebs-2 
engrafted mice was achieved, which was similar to the 

В наших предыдущих работах был разработан режим элиминации 
первичного асцита на модели мышиной опухоли Кребс-2. В осно-
ве режима лежат многократные инъекции препаратов двуцепо-
чечной ДНК, приходящиеся как на фазу NER, так и на фазу гомоло-
гической рекомбинации процесса репарации межце почечных 
сшивок после обработки животных циклофосфаном. Развиваю-
щийся вторичный асцит у обработанных таким образом животных 
свидетельствовал о том, что при такой обработке стволовые 
инициирующие раковые клетки не полностью элиминируются 
и впоследствии дают рецидив заболевания. Характерный симпто-
мокомплекс системной воспалительной реакции предполагал 
токсическое воздействие многократных инъекций препарата 
ДНК. На основании этих фактов был разработан технологически 
простой режим синергичного действия цитостатика циклофосфа-
на и препарата двуцепочечной ДНК, позволяющий полностью 
элиминировать первичный развитый асцит опухоли Кребс-2, 
со снижением уровня токсического воздействия на эксперимен-
тальных животных. В отличие от обсуждавшегося ранее режима, 
в настоящей разработке многократные инъекции препаратов 
двуцепочечной ДНК сведены к одной инъекции в точку демар-
кации фаз репарации NER и гомологической рекомбинации 
в каждом репаративном цикле. В результате такой обработки 
также удалось достичь 8-суточной ремиссии асцита Кребс-2 
у всех животных в группе, что было показано при режиме много-
кратных инъекций препаратов двуцепочечной ДНК. Средняя 
продолжительность жизни экспериментальных животных при 
однократных инъекциях увеличилась, что свидетельствует 
об уменьшении токсического воздействия терапии на животных.
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results of the multiple-injection treatment schedule. We 
observed an increase in the average life span of Krebs-2-
transplanted mice on a single-injection regimen, which 
was consistent with reduced toxicity of such treatment.

Key words: double-stranded DNA; cyclophosphamide; 
Krebs-2 ascites; tumor-initiating cancer stem cells; repair; 
remission; NER; homologous recombination; systemic 
inflammatory reaction; multiple organ failure.

В предыдущих статьях представленного цикла иссле­
дований были приведены результаты двух осново­
полагающих экспериментов. В первом эксперименте 

мышам с развитым асцитом через 18 ч после введения 
циклофосфана (ЦФ) инъецировали препарат двуцепо­
чечной ДНК (дцДНК) человека однократно, и обрабо­
танный таким образом асцит перевивали интактным 
мышам в количестве 0,3 × 106 клеток в виде солидных 
внутри мышечных трансплантатов (Dolgova et al., 2014; 
Поттер и др., 2016а, рис. 2, в2). В результате эксперимента 
у трех из пяти мышей внутримышечный трансплантат не 
прижился.

Во втором эксперименте мышам­асцитоносам вводили 
нативную ДНК человека (hDNA) в режиме 1–18 ч и смесь 
нативной и модифицированной ДНК лосося (ssDNA/ICL­
ssDNA mix) в режи ме 18– 30 ч после инъекции ЦФ (Пот­
тер и др., 2016б, рис. 4, б). В этом случае у всей груп пы 
мышей на 3­и сутки после первой инъекции ЦФ (7­е сут­
ки после прививки) первичный асцит резорбировался. 
Время ремиссии у 100 % животных составило 9 суток. 
Развившийся вторичный асцит имел геморрагические 
характеристики. Патоморфологический анализ мышей 
с развитым вторичным асцитом, забитых в агонистиче­
ской стадии болезни, показал, что у мышей, длительно 
обрабатываемых дцДНК, была индуцирована системная 
воспалительная реакция (СВР), развившаяся в полиорган­
ную недостаточность (ПОН). Одной из главных характе­
ристик ПОН является катастрофическая эрозия кишеч­
ного эпителия и связанное с этим разрушение барьерной 
функции кишечника (Alyamkina et al., 2015; Поттер и др.,  
2016а, б).

Согласно этим фактам, а также данным, полученным в 
наших предыдущих работах (Dolgova et al., 2014; Поттер 
и др., 2016а), точка 18 ч после введения ЦФ является 
пограничной точкой, разделяющей две фазы процесса 
репарации межцепочечных сшивок (МЦС). До 18 ч идет 
и завершается стадия NER, а с 18 до 30 ч идет и завер­
шается стадия гомологичной рекомбинации (ГР). На­
тивная дцДНК человека интерферирует NER, тогда как 
«исковерканная» ICL­ssDNA интерферирует стадию ГР. 
Однократная инъекция ДНК в точку 18 ч после введения 
ЦФ может полностью разрушить перевивочный потенци­
ал солидного трансплантата (Dolgova et al., 2014; Поттер 

и др., 2016а, рис. 2, в2). На основании этих фактов была 
разработана компиляция, которую можно сформулировать 
следующим образом. Если через 18 ч после введения ЦФ 
ввести препарат дцДНК, состоящий из смеси нативной 
hDNA и ssDNAmix в определенной пропорции, то фраг­
менты нативной ДНК будут губительно для стволовых 
инициирующих раковых клеток (СИРК) интерферировать 
конечные этапы NER, а «исковерканные» фрагменты ДНК 
спермы лосося будут губительно для СИРК интерфери­
ровать начальные этапы ГР. Таким образом можно полно­
стью перекрыть все возможности для СИРК корректно 
завершить репарацию МЦС или изменить их раковый ста­
тус и тем самым элиминировать из асцита туморогенное 
начало опухоли. Повторение аналогичной процедуры в 
фазу клеточного цикла (через 36 ч после первой инъекции 
ЦФ), когда остаточные раковые клетки, находившиеся 
при первой обработке в нечувствительной для них фазе 
клеточного цикла (G2­M), будут доступными (в следую­
щей по порядку после первой обработки фазе G1­S) для 
действия препаратов и одновременно произойдет повтор­
ное запирание в S­фазе готовящихся выйти из нее клеток 
первой очереди воздействия, позволит окончательно 
завершить деструкцию раковых клеток, свободно распо­
ложенных в асцитном бульоне. Трехкратное повторение 
такой процедуры с большой долей вероятности охватит 
всю популяцию СИРК и должно привести к полной потере 
графтом туморогенного потенциала, что проявится в ре­
зорбции первичного асцита, как это показано для режима 
многократных инъекций препаратов ДНК.

Материалы и методы
Подробная информация об экспериментальных животных, 
опухолевой модели, получении препарата ДНК человека 
и лосося (препарат ДНК лосося выделяли аналогичным 
образом из молок лосося), подготовке кросс­линки ро ван­
ного нитроген­мустардом препарата ДНК представлена 
в статье (Alyamkina et al., 2015).

Методы статистической обработки данных описаны 
в статье (Поттер и др., 2016а). Методики введения препа­
ратов циклофосфана, экзогенной ДНК и антибиотика ген­
тамицина, активации адаптивного иммунитета, пересадки 
клеток костного мозга, оценки ремиссии асцитной опухоли 
Кребс­2 детально изложены в работе (Поттер и др., 2016б).
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Режим однократной инъекции дцДНК и циклофосфана, 
приводящий к эрадикации первичного асцита Кребс-2

Клеточная биология

Fig. 1. Analysis of the synergic action of CP and dsDNA preparations (Here and in subsequent figures: hDNA, human DNA; ssDNAmix, salmon sperm 
DNA mix) on the ascites form of established Krebs-2 tumors: (I) combined with the additional protocol modification, i. e. activation of adaptive 
immunity (AI), adapted from Alyamkina et al. (2009, 2010a, b, c).
(a) Quantitative analysis of experimental animals: 1, changes in mouse weight (values are normalized by the initial weight), 2, ascites regression across different 
experimental groups, 3, survival curve; (b) Schematic presentation of injection schedules used in groups L1–L6; the duration of an indicated therapy is shown by 
horizontal lines below the schemes; (c) Analysis of the average lifespans of animals from different treatment groups (Wilcoxon-Mann-Whitney test).
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Результаты
Для оценки эффективности воздействия на асцит Кребс­2 
режима единичной инъекции комплексной дцДНК через 
18 ч после введения ЦФ и повтора процедуры еще два 
раза, были проведены три эксперимента, в которых анали­
зировалось состояние обработанных мышей­асцитоносов 
на протяжении времени эксперимента. В проведенной 
серии экспериментов охарактеризован также режим, в 
котором оценивали терапевтическое действие препарата 
дцДНК при его введении в различные временные интер­
валы до инъекции ЦФ. Дополнительно охарактеризована 
группа, в которой введение двух препаратов ДНК было 
разнесено по времени. Первоначально вводили hDNA 
(18 ч после введения ЦФ), а затем ICL­ssDNA (21 ч после 
введения ЦФ). Также оценивался режим «наложенных на 
зону ремиссии обработок, аналогичных первой», прове­
денной в середине временного отрезка ремиссии, которая 
приводила к полному исчезновению асцита. Все схемы 
были дополнены введением антибиотика гентамицина 
для купирования бактериального заражения животных. 

В некоторых схемах дополнительно выполнена активация 
адаптивного иммунитета (АИ) (Alyamkina et al., 2010a–c) 
и трансплантация клеток костного мозга (ККМ). Резуль­
таты экспериментов представлены на рис. 1–3.

Для основного режима «ЦФ + ДНК через 18 ч» трех­
крат но в 0, 36 и 72 ч на 4­е сутки от перевивки асцита 
получены следующие основные результаты. Четырехсу­
точный асцит продолжал расти и увеличиваться в объеме 
до 10–12 суток после введения ЦФ либо останавливался 
в росте через 1–2 суток после обработки (см. рис. 1, а1 и 
рис. 2, а1). Далее наблюдался синхронный, катастрофи­
чески быстрый уход асцитной жидкости у всей группы 
экспериментальных животных. Одновременно умень­
шался вес животных (в среднем по 1,5–2 г в сутки) и 
фор мировались «рубцы беременности». Мыши имели 
внешний вид животных с полным отсутствием асцита. 
Вторичный асцит развивался в 100 % случаев через 
5–7 дней после полной ремиссии у всей группы животных 
(см. рис. 1, а2 и рис. 2, а2, кривые L4, L6). Его объем и 
внешний вид значительно отличались от первичного ас­
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Fig. 2. Analysis of the synergic action of CP and DNA preparations (hDNA and ssDNAmix) on the ascites form of an established Krebs-2 tumor (II).
(a) Quantitative analysis of experimental animals: 1, changes in mouse weight (Values are normalized by the initial weight); 2, ascites regression across different 
experimental groups; 3, survival curve. (b) Schematic presentation of injection schedules used in groups  L1–L6; (c) Analysis of the average lifespans of animals 
from different treatment groups (Wilcoxon-Mann-Whitney test).
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цита. Вторичный асцит носил признаки геморрагического 
разложения. Дополнительно в группе с аналогичной об­
работкой использовался в качестве протектора ДНК белок 
протамин. Оказалось, что для достижения одинакового 
терапевтического эффекта при использовании протамина 
требуется в 10 раз меньшее количество препарата дцДНК 
(см. рис. 2, а, б, кривые L2, L4, L6).

В проведенных экспериментах параллельно с основ­
ным терапевтическим режимом нами протестированы 
режимы введения препарата дцДНК до обработки ЦФ 
(см. рис. 1, а, б, кривые L1, L3, L4, L6; рис. 2, а, б, кривые 
L1, L2) и режим разнесенного во времени введения двух 
составляющих композитной формы ДНК (см. рис. 1, а, б, 
кривые L1–L3, рис. 2, а, б, кривые L3, L4). Также опробо­

ван режим инъекций препарата ДНК человека каждые два 
часа после третьей инъекции цитостатика (см. рис. 2, а, б, 
кривые L1, L2). Полученные результаты позволили конста­
тировать, что режимы предварительного введения компо­
зитной ДНК и введения двух составляющих композитной 
формы ДНК, разнесенного во времени, в определенных 
комбинациях имеют достоверный противораковый эффект 
по сравнению с контролем (см. рис. 1, а, б, кривые L1, L2; 
рис. 2, а, б, кривые L1, L2, L4).

Дополнительно были разработаны и проведены экспе­
рименты, в которых использовался подход наложения на 
зону ремиссии повторных обработок в режиме «ЦФ + ДНК 
через 18 ч» на 11­е сутки после первой инъекции ЦФ (на 
15­е сутки после прививки асцита). Доза цитостатика при 
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Fig. 3. Analysis of the synergic action of CP and dsDNA preparations (hDNA and ssDNAmix) on the ascites form of established Krebs-2 tumors (III) 
combined with additional protocol modifications, i.e. activation of adaptive immunity (AI), adapted from Alyamkina et al. (2009, 2010a, b, c) and bone 
marrow transplantation 15 days following ascites injection (5 × 105 cells/animal). 
(a) Quantitative analysis of experimental animals: 1, changes in mouse weight (values are normalized by the initial weight), 2, ascites regression across different 
experimental groups, 3, survival curve; (b) Schematic presentation of injection schedules used in groups L1–L5; (c) Analysis of the average lifespans of animals 
from different treatment groups (Wilcoxon-Mann-Whitney test).
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повторной обработке была уменьшена со 100 до 50 мг/ кг. 
Результаты экспериментов представлены на рис. 3 и 4.

Оказалось, что при таком экспериментальном решении 
участок ремиссии, обнаруженный в первых эксперимен­
тах, был смещен в сторону от инъекции ЦФ на 6–10 суток 
в отличие от основного режима («ЦФ + ДНК через 18 ч», 
повторенный трижды с интервалом 36 ч между инъек­
циями ЦФ) и продолжался 8 суток в отличие от 5­ти для 
основного режима. Мыши погибли в 100 % случаев. Асцит 
носил признаки геморрагического разложения.

Обсуждение
В более ранних статьях (Поттер и др., 2016а, б) и в на­
стоящем исследовании были проведены многочисленные 
эксперименты по характеристике наиболее эффективных 
режимов терапии экспериментальных мышей, несущих 
асцитный трансплантат Кребс­2, препаратами дцДНК 
в синергизме с цитостатиком ЦФ. Получены результаты, 

свидетельствующие о вылечивании мышей от первичного 
ракового асцита. Наиболее эффективный режим, приво­
дящий к элиминации первичного асцита, состоял из трех 
инъекций цитостатика ЦФ с интервалом 36 ч (в конечные 
точки каждого репаративного цикла) и дополнительных 
инъекций сложнокомпозиционного препарата дцДНК 
через 18 ч после каждой инъекции ЦФ (в точку демар­
кации двух фаз – NER и ГР репарации МЦС, индуциро­
ванных ЦФ).

Однако через 5–9 дней полной ремиссии у всей группы 
животных, излечившихся от первичного асцита, форми­
ровался вторичный асцит. Его развитие сопровождалось 
характерным симптомокомплексом, описанным в наших 
предыдущих работах (Alуamkina et al., 2015; Поттер 
и др., 2016б), и мыши погибали. Вторичный асцит имел 
другие клеточные характеристики и никогда не развивал­
ся до размеров первичного ракового асцита. Результаты 
патоморфологического анализа органов и тканей мышей 
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в агонистической фазе симптомокомплекса (Alуamkina 
et al., 2015; Поттер и др., 2016б) свидетельствовали о том, 
что в организме животных развивается полиорганная не­
достаточность (ПОН). По­видимому, именно разрушение 
основных функциональных систем организма является 
конечной причиной гибели животных.

В современной экспериментальной и клинической 
практике известно такое понятие, как метрономная те­
рапия (Scharovsky et al., 2009). В основном этот подход 
используется для удаления Treg­лимфоцитов. Метроном­
ность, или частая обработка небольшими дозами, может 
иметь следующий принципиальный смысл: появляется 
большая вероятность попадания в один из неопределен­
ных (физиологических, молекулярных или временных) 
причинных факторов симптома. Повторяемость такого 
слу чайного, но обязательного попадания становится опре­
деляющим фактором успешной терапии заболевания. 
Принцип «часто, но помалу, и обязательно попадешь» яв­
лялся принципиальным в разрабатываемом нами подходе 
в терапии экспериментального рака Кребс­2. В этой связи 
первоначально используемый нами подход с применением 
многократных инъекций препарата ДНК в течение одного 
репаративного цикла можно было классифицировать как 
метрономную обработку экспериментальных мышей. 

Результаты исследований показали, что метрономность 
воздействия в экспериментах в своей основе связана 
с неопределенностью мишени воздействия проводимой 
терапии.

Глубокий анализ, проведенный нами по всей совокуп­
ности результатов исследований, позволяет предполагать, 
что в терапии опухоли Кребс­2 существуют несколько 
принципиальных моментов, опирающихся на биологиче­
ские явления, найденные в лаборатории и составляющие 
основу разрабатываемого терапевтического подхода, ко­
торый на первых этапах генеза можно было рассматривать 
как удачную метрономную терапию. Найденные прин­
ципиальные факторы и их применение объединяются в 
следующую стратегию воздействия на асцитную опухоль 
на примере экспериментальной опухоли Кребс­2.

Базовые феномены
1. СИРК интернализуют фрагменты дцДНК (Dolgova et 

al., 2014);
2. Фрагменты дцДНК, доставленные во внутриклеточное 

пространство СИРК, при репарации МЦС интерфери­
руют процесс таким образом, что СИРК или погибают, 
или лишаются своего туморогенного статуса (Dolgova 
et al., 2014).

Fig. 4. Graphic representation of Krebs-2 ascites growth in experimental animals. 
RED, established ascites, YELLOW, ascites regression, GREEN, no ascites detectable, ORANGE, ascites relapse, BLUE, ascites is absent, solid tumor is present,  
LILAC, both ascites and solid tumor are present, BLACK, death. Groups L1–L5 correspond to the group numbering used in Figures 3, b.
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Основные факторы успешной терапии  
первичного асцита Кребс-2
1. Повторяемость инъекций ЦФ. Первые три инъекции 

ЦФ одна за другой уменьшают количество клеток, оста­
ющихся не подверженными воздействию ЦФ. Каждый 
раз при введении ЦФ через 36 ч после предыдущей 
инъекции новая обработка попадает на время, когда 
часть популяции интернализующих TAMRA­меченый 
ДНК­зонд клеток, находившихся в G2­M­фазе клеточ­
ного цикла и не чувствительных к ЦФ, переходит в 
G1­S­фазу и становится чувствительной к обработке 
цитостатиком. Одновременно повторная обработка 
запирает уже обработанные асцитные клетки в той же 
S­фазе (Поттер и др., 2016б).

2. При добавлении в реакцию сложнокомпозитной ДНК 
(hDNA + ssDNAmix) в точку демаркации NER и ГР 
(через 18 ч после каждой инъекции ЦФ) происходит 
одновременная интерференция репаративного процесса 
по двум векторам – NER и ГР. В ходе трех обработок 
подавляющая часть популяции СИРК погибает, опухоль 
в значительной степени теряет туморогенное начало 
(настоящее исследование).

3. Композиция ДНК при ассоциации с протамином по­
нижает терапевтическую дозу препарата в 10 раз и сни­
жает токсический эффект обработки, что проявляется 
в снижении частоты возникновения симптомов ПОН 
у экспериментальных мышей (Долгова и др., 2009; на­
стоящее исследование).

4. В схемах применения эффективного режима в обяза­
тельном порядке должна присутствовать антибиотико­
вая терапия на протяжении всего времени лечения, а 
также особая диета, используемая при лечении сепсиса 
(Peshkova et al., 2015).

5. Для купирования последствий масштабного одновре­
менного разрушения асцитных раковых клеток не­
обходимо проводить предлагаемые в пунктах 1, 2, 6 
те рапевтические процедуры при развитии асцита, ха­
рактеризующегося объемом 1/10 от веса тела мыши, в 
котором содержится 200–300 млн асцитных раковых 
клеток (Поттер и др., 2016а).

6. Доза единичной инъекции вводимого сложнокомпозит­
ного препарата ДНК должна составлять 6 мг препарата 
на мышь (настоящее исследование).
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