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ВЛИЯНИЕ КРИОДЕСТРУКЦИИ, ЛОКАЛЬНОЙ 
СВЧ-ГИПЕРТЕРМИИ И ИХ КОМБИНАЦИИ 
НА ПОКАЗАТЕЛИ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ 
У МЫШЕЙ С САРКОМОЙ 37

Установлено, что после проведенной криодеструкции или комбинации 
ее с локальной СВЧ-гипертермией экспериментальной модели опухоли 
саркомы 37 проявляется повышение как прямой, так и антителозависимой 
цитотоксичности лимфоцитов, но не перитонеальных макрофагов у жи-
вотных. Эти изменения особенно выражены в ранний период (4-е сутки 
после криовоздействия). Стимуляция клеточного и гуморального звеньев 
иммунной системы в ответ на проведенную криодеструкцию или комби-
нацию ее с локальной гипертермией может усиливать противоопухолевую 
резистентность организма, по-видимому, за счет продуктов крионекроза 
опухолевых клеток, поступающих в общий кровоток.

ВВЕДЕНИЕ
Одной из важных задач современной 

медицины является повышение эффек
тивности широко используемых и поиск 
новых методов лечения злокачественных 
заболеваний, так как традиционные 
виды (хирургический, лучевой, химио
терапевтический и их комбинации) 
не всегда достаточно эффективны. 

В настоящее время в лечении зло
качественных новообразований, в част
ности рака кожи, губы, полости рта 
и языка, используют различные методы 
в зависимости от размеров и локали
зации опухоли. Широко применяет
ся близкофокусная рентгенотерапия 
(фракционное облучение), локальная 
криодеструкция (КД) и гипертермия 
(ГТ). Криогенный метод показал свою 
высокую эффективность при лечении 
целого ряда доброкачественных и злока
чественных опухолей кожи и слизистых 
оболочек [1], головного мозга [2], парен
химатозных органов [3] и др. 

Однако проведение низкотемпера
турной деструкции опухолей большого 
размера не всегда является радикальным 
[4]. Причина неудач, как правило, состоит 
в недостаточно полном разрушении всех 
опухолевых клеток, находящихся в об
ласти воздействия [5, 6]. Это побудило 
к дальнейшему поиску путей совершен
ствования криогенного метода лечения, 
направленных на повышение степени 
деструкции злокачественных клеток. 

Одним из способов улучшения эф
фективности криогенного метода явля
ется его комбинированное применение 

с локальной СВЧГТ (СВЧ — сверх
высокочастотный). Такое сочетание 
двух физических факторов позволяет 
значительно увеличить степень деструк
ции первичного очага, снизить частоту 
рецидивирования и тем самим повысить 
радикальность лечения [7]. Известно, что 
система иммунитета оказывает значи
тельное влияние на течение опухолевого 
процесса [8, 9]. Низко и высокотемпера
турные воздействия на опухолевый очаг 
также сопровождаются изменениями ре
активности иммунной системы [10–13]. 
Однако влияние комбинированного 
криогенного воздействия с последующей 
ГТ опухоли на показатели иммунитета 
практически не изучено. 

Поэтому целью настоящих иссле
дований явилось изучение комбини
рованного влияния КД и локальной 
СВЧГТ на некоторые показатели 
клеточного и гуморального иммунитета 
в эксперименте.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ
Исследования проведены на 40 мы

шах линии BALB/c массой тела 25–30 г, 
полученных из вивария Киевского госу
дарственного университета им. Т.Г. Шев
ченко. Содержание животных и работа 
с ними осуществлялись согласно Между
народным правилам проведения работ 
с экспериментальными животными. 
В качестве модели опухолевого роста 
использовали солидную форму саркомы 
37. Трансплантацию опухолевых клеток 
проводили в количестве 106 клеток на жи
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вотное по стандартной методике в объеме 
0,2 мл изотонического раствора NaCl под 
кожу наружной поверхности нижней 
трети голени. На 14е сутки после транс
плантации (средний размер опухоли со
ставлял 0,9±0,3 см в диаметре) животных 
распределяли на группы по 10 мышей. 
Первая группа — контроль опухолевого 
роста (контроль); вторая — опухоли жи
вотных подвергали локальной СВЧГТ; 
третья — проводили КД опухоли; четвер
тую группу составили животные, опухоли 
которых подвергали КД с последующей 
(через 24 ч) локальной СВЧГТ (КД+ГТ). 

Криогенное воздействие осуществля
ли с помощью аппликатора «Криотон3» 
(Украина) с температурой на поверхно
сти аппликатора 160 °C. Температурный 
контроль в цикле замораживанияот
таивания проводили с помощью медь
константановых термопар в инъекци
онных иглах (термодатчики), введенных 
на границу нормальной и опухолевой 
ткани. Регистрацию показаний термо
пар осуществляли потенциометром 
КСП4 и коммутатором Ф240. Процесс 
замораживанияоттаивания опухолей 
прекращали по достижении на термодат
чиках температур 10 – 15 °С. Исполь
зование таких температур обусловлено 
тем, что при более низких температу
рах (20–30 °С), особенно у мышей, 
во многих случаях наблюдался некроз 
всей конечности с последующим (через 
3–5 сут) ее отторжением. Продолжитель
ность КД составляла от 1 до 3,5 мин, 
в зависимости от размеров опухоли. 
Замораживание проводили однократно 
с последующим естественным оттаива
нием ткани. 

Гипертермию осуществляли с при
менением СВЧгенератора «Ромашка» 
(Россия). Выходная мощность излучения 
на антенне составляла 10 Вт при частоте 
460 МГц. Температура нагрева конечно
сти с опухолью составляла 42–43 °С. Ре
гистрацию температуры осуществляли 
при отключенном СВЧгенераторе, для 
того чтобы избежать влияния СВЧполя 
на термодатчики. Экспозиция локальной 
СВЧГТ зависела от размера опухоли 
и продолжалась 15–30 мин. 

Через 4 и 14 сут после КД, ГТ или 
их комбинации проводили умерщвление 
животных методом эвтаназии соглас
но нормам, установленным законом 
Украины № 34471V «Про захист тварин 
від жорстокого поводження», для даль
нейших иммунологических исследова
ний. Такие временные интервалы выбра
ны с учетом формирования и резорбции 
коагуляционного крионекроза [6]. Все 
виды действий испоняли под этаминал
натриевым наркозом (40 мг/кг внутри
брюшинно). 

Для иммунологического исследо
вания лимфоциты получали методом 
градиентного центрифугирования 
суспензии клеток селезенки на фи

коллверографине (d=1,077 г/см3), 
а макрофаги перитонеального экссудата 
получали у мышей без предварительно
го стимулирования [14, 15]. Количество 
жизнеспособных эффекторных клеток  
(лимфоциты или макрофаги) подсчиты
вали в гемоцитометре с использованием 
окрашивания 0,4% раствором трипано
вого синего. Количество живых клеток 
после выделения составляло не менее 
95%. Выделенные эффекторные клет
ки и клеткимишени (клетки саркомы 
37) ресуспендировали в среде RPMI
1640 без красителя с добавлением 10% 
эмбриональной телячьей сыворотки 
и 40 мкг/мл гентамицина. 

Цитотоксическую активность лим
фоцитов, макрофагов, а также анти
телозависимую цитотоксичность лим
фоцитов и макрофагов оценивали 
в МТТтесте с определением цитотокси
ческого индекса (ЦИ) [16]. Соотношение 
эффекторных клеток и клеток мишени 
составляло 5:1. Инкубацию проводи
ли в СО2 инкубаторе при температуре 
37 °С на протяжении 24 ч. По окончании 
времени инкубации в исследуемые про
бы вносили МТТ и инкубировали с кра
сителем на протяжении 4 ч. ЦИ лим
фоцитов и макрофагов рассчитывали 
по формуле: 

 ОГе + ОГм + ОГе+мЦИ = ———————————×100%, где
 ОГе + ОГм

ЦИ — цитотоксический индекс;
ОГе — оптическая плотность в пробах 
с лимфоцитами/макрофагами;
ОГм — оптическая плотность в пробах 
с клетками-мишенями;
ОГе+м — оптическая плотность в исследо-
вательских сериях.

Величину оптического поглощения 
раствора измеряли с помощью микро
плейтфотометра «Лаботек» (Латвия) при 
длине волны 545 и 630 нм. Результаты 
экспериментальных исследований обра
батывали с использованием пакетов ком
пьютерных программ ������ 7.5 та ��a��������� 7.5 та ��a��� 7.5 та ��a�����a���
��ca 6.0 (критерии Стьюдента — Фишера 
и χ2 ) [17].

РЕЗУЛЬТАТЫ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Результаты проведенных исследо

ваний показали, что комбинированное 
применение КД+ГТ или использование 
КД у мышей с саркомой 37 сопровожда
ется значительным (р<0,05) повышени
ем ЦИ лимфоцитов на 4е сутки после 
воздействия по сравнению с другими 
группами (рис. 1). После воздействия 
ГТ на опухоль показатель ЦИ лим
фоцитов в этот период наблюдений 
практически не отличался от такового 
в контрольной группе животных. Од
нако к 14м суткам после воздействий 
наблюдалось значительное снижение 
ЦИ у животных, опухоли которых были 
подвергнуты одной КД или КД+ГТ, 

по сравнению с этими показателями 
на 4е сутки. На 14е сутки у животных 
всех опытных групп ЦИ практически 
не отличался от контроля. 

Таким образом, не только само
стоятельное применение КД опухоли, 
но и использование данного метода 
с локальной ГТ существенно повышает 
цитотоксическую активность лимфо
цитов, особенно на ранних сроках на
блюдения (4е сутки после деструкции 
опухоли), по сравнению с контролем или 
ГТ. В более поздние периоды наблюде
ния (14е сутки) эффект стимуляции ци
тотоксической активности лимфоцитов 
после низкотемпературных воздействий 
практически нивелируется. 

На рис. 2 представлены результаты 
влияния изучаемых методов на антите
лозависимую цитотоксичность лимфо
цитов мышей с саркомой 37. На 4е сутки 
значительное повышение ЦИ (р<0,05) 
наблюдали в группе животных, получав
ших КД либо КД+ГТ. Этот показатель 
у животных после КД или КД+ГТ состав
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Рис. 1. Влияние низко- и высокотем-
пературных методов деструкции сар-
комы 37 у мышей на цитотоксическую 
активность лимфоцитов
Примечание: *р<0,05 по сравнению с кон-
тролем (К).
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Рис. 2. Влияние исследуемых методов 
деструкции саркомы 37 у мышей на по-
казатели антителозависимой цитоток-
сической активности лимфоцитов
Примечание: *р<0,05 по сравнению с кон-
тролем (К).
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лял 53,0±3,8 и 61,0±0,7% соответственно 
против 28,4±0,5% в группе контрольных 
животных (р<0,05). 

На 14е сутки отмечали повышение 
ЦИ во всех опытных и контрольных груп
пах животных до одинаковых значений 
и лишь у животных, получавших КД+ГТ, 
этот показатель снижался до 20,4±2,0% 
против 50,8±2,2% в контроле (р<0,05). 
Значительное повышение антителоза
висимой цитотоксичности лимфоцитов 
у животных после КД опухоли или в ком
бинации с локальной СВЧГТ (КД+ГТ) 
в ранние сроки наблюдения (4е сутки) 
может свидетельствовать о стимуля
ции гуморального звена иммунитета 
по сравнению с контрольными живот
ными или мышами после ГТ. На более 
поздних этапах наблюдения (14е сутки) 
во всех группах отмечалось увеличение 
ЦИ по сравнению с ранними сроками 
(4е сутки), и только в группе животных 
с КД+ГТ опухоли наблюдалось суще
ственное снижение этого показателя. 

Результаты влияния КД, ГТ и их ком
бинации у мышей с саркомой 37 на ци
тотоксическую активность макрофагов 

представлены на рис. 3. В ранние сроки 
наблюдений (4е сутки после воздей
ствия) ЦИ во всех группах животных 
существенно не отличался. 

В более поздние сроки (14е сутки) 
у контрольных и подопытных живот
ных отмечалась тенденция к снижению 
ЦИ по сравнению с ранними сроками, 
независимо от типа исследуемых фак
торов воздействия. 

Исходя из этих данных, можно пред
положить, что исследуемые воздействия 
не вносят существенного вклада в цито
токситескую активность перитонеальных 
макрофагов.

На рис. 4 представлены результаты 
исследования влияния комбинирован
ного применения КД+ГТ или их раз
дельного использования у животных 
с саркомой 37 на показатели антитело
зависимой цитотоксичности макрофагов 
в ранние (4е сутки после воздействия) 
и более поздние сроки (14е сутки после 
воздействия).

Установлено, что только в груп
п е  ж и в о т н ы х ,  п о л у ч а в ш и х  Г Т , 
ЦИ на 4е и 14е сутки составлял 
35,3±2,4 и 33,8±2,2%, то есть был зна
чительно ниже (р<0,05), чем в других 
опытных и контрольной группах. Вместе 
с тем отмечается тенденция к снижению 
антителозависимой цитотоксичности 
макрофагов в более поздний период 
наблюдений в остальных группах жи
вотных. Столь специфическое угнетение 
этого показателя в ответ на СВЧГТ пока 
объяснить мы не можем.

Таким образом, полученные резуль
таты могут свидетельствовать о том, что 
самостоятельное использование КД или 
в комбинации с ГТ не вызывает угнете
ния клеточноопосредованных и гумо
ральных иммунных реакций у мышей 
с перевивной саркомой 37. Возникнове
ние и последующая постепенная резорб
ция крионекроза способны увеличивать 
не только цитотоксическую активность, 
но и антителозависимую цитотоксич
ность лимфоцитов, особенно в ранние 
сроки после деструкции опухоли, что 
может свидетельствовать о стимуляции 
как клеточных, так и гуморальных ре
акций иммунной системы. 

Полученные нами данные согласу
ются с результатами и других авторов 
[10, 12, 13], которые указывали на воз
можность стимуляции крионекрозом 
клеточного и гуморального звена иммун
ной системы с их участием в реализации 
противоопухолевого эффекта криохи
рургии. В тоже время низкотемператур
ная деструкция опухоли, по результатам 
наших исследований, существенно 
не влияла на цитотоксическую актив
ность перитонеальных макрофагов.

ВЫВОДЫ
1. Комбинированное применение 

КД опухоли с последующей локальной 

ГТ существенно увеличивает как кле
точное, так и гуморальное звено имму
нитета в результате стимуляции прямой 
и антителозависимой цитотоксичности 
лимфоцитов в ранние сроки (4е сутки) 
после воздействия на опухоль. Этот 
эффект, вероятно, связан с выходом 
в систему циркуляции клеточного де
трита биологически активных факторов 
и антигенного материала из разрушен
ной низкими температурами опухолевой 
ткани. 

2. Существенного влияния исследуе
мых методов воздействия на прямую или 
антителозависимую цитотоксичность 
перитонеальных макрофагов животных 
не установлено. 

3. Исследованные методы воздей
ствия на саркому 37 у мышей не вы
зывают угнетения клеточного и гумо
рального иммунитета в указанные сроки 
наблюдения. 
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Рис. 3. Влияние КД, ГТ и их комбинации 
у мышей с саркомой 37 на показатели 
цитотоксической активности макрофагов 
Примечание: К — контроль.
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Рис. 4. Влияние КД, ГТ и их комби-
нации у мышей с саркомой 37 на по-
казатели антителозависимой цито-
токсической активности макрофагов
Примечание: *р<0,05 по сравнению с осталь-
ными группами; К — контроль.
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Вплив кріодеструкції, місцевої НВЧ-гіпертермії 
та їх комбінації на показники імунітету в мишей 
із саркомою 37
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Резюме. Встановлено, що після проведеної кріодеструкції 
або комбінації з локальною НВЧгіпертермією саркоми 37 від
бувається підвищення як прямої, так і антитілозалежної цито
токсичності лімфоцитів, але не перитонеальних макрофагів 
у тварин. Ці зміни особливо виражені в ранній період (4та доба 
після кріодеструкції). Стимуляція клітинної та гуморальної 
ланок імунної системи у відповідь на кріодеструкцію або 
комбінацію з гіпертермією може посилювати протипухлинну 
резистентність організму, ймовірно, за рахунок продуктів 
кріонекрозу пухлинної тканини.

Ключові слова: місцева НВЧгіпертермія, кріодеструкція, 
саркома 37, лімфоцити, макрофаги, імунологічна реактивність.
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Summary. I� wa� e��abl��hed �ha� u�de� �he ac��o� of o�e c�yo
de���uc��o� o� �� comb��a��o� w��h local m�c�owave hype��he�m�a 
�a�coma 37 �� a� ��c�ea�e �� bo�h d��ec� a�d a���body depe�de�� 
cy�o�ox�c ac��v��y of lymphocy�e�, bu� �o� pe���o�eal mac�opha�e� 
�� a��mal�. The�e cha��e� a�e pa���cula�ly p�o�ou�ced �� �he ea�ly 
pe��od (4�h day af�e� expo�u�e). ���mula��o� of cellula� a�d humo�al 
�mmu�e �y��em �� �e�po��e �o a c�yode���uc��o� o� �� comb��a��o� 
w��h hype��he�m�a may exace�ba�e a����umo� �e����a�ce, p�obably 
due �o p�oduc�� c�yo�ek�o��� �umo� ����ue.

Key words: local m�c�owave hype��he�m�a, c�yo�u��e�y, �a�
coma 37, lymphocy�e�, mac�opha�e�, �mmu�e �eac��v��y.


