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Введение. Трансформированные клетки 
избирательно чувствительны к недостат-
ку определенных аминокислот. L-Лизин-α-
оксидаза (ЛО) катализирует окислительное 
дезаминирование L-лизина, что приводит 
к истощению L-лизина и образованию пе-
роксида водорода. ЛО обладает широким 
спектром противоопухолевой активности в 
доклинических моделях, что было показа-
но при внутривенном и внутрибрюшинном 
введении. Цель настоящего исследования  — 
определение противоопухолевого действия 
ЛО при пероральном введении мышам под 
контролем переносимости в рамках скри-
нинга. 

Материалы и методы. Использовали 
ЛО при пероральном введении на моделях 
Са755 и SW620. Оценили эффективность с 
помощью адекватных критериев и метода 
вариационной статистики и статистически 
значимыми различиям при p≤0,05. Результа-
ты. На опухолевых моделях мышей и чело-
века впервые в рамках скрининга изучена 
противоопухолевая активность и переноси-
мость ЛО из Trichoderma cf. aureoviride Rifai 
ВKM F-4268D (ЛО) при пероральном введе-
нии. Показано, что ЛО в суммарных дозах 
6000–8000 Е/кг (дискретный режим введения) 
достоверно и значимо ингибирует рост мы-
шиной аденокарциномы молочной железы 
Са755, ТРОmax=80–89% (p<0,05) (критерий 
ТРО≥50%). Меньший, но достоверный эф-
фект получен на п/к ксенографтах рака обо-
дочной кишки человека SW620 в суммарной 
дозе 6000 Е/кг, T/C=75% (p<0,05) (критерий 
ТРО≤42%). ЛО при пероральном введении в 
диапазоне изученных доз не вызывала каких-
либо побочных эффектов или гибели мышей 
от токсичности. Заключение. Проведенное 
исследование дает возможность считать ЛО 

перспективной для доклинического изучения 
при пероральном введении. 

Ключевые слова: оксидаза L-аминокислот, 
пероральное введение, противоопухолевая 
активность

Введение

По сравнению с нормальными, злокачествен-
ные клетки более чувствительны к дефици-
ту незаменимых факторов роста, в том числе 
L-лизина, играющих важную роль в клеточном 
метаболизме. Поиск разрушающих L-лизин ве-
ществ, как потенциальных антипролиферативных 
агентов, привел к открытию L-лизин-α-оксидазы 
грибного происхождения (ЛO) (EC 1.4.3.14) [1, 
2]. Антипролиферативный механизм ЛО связан 
с катализом окислительного дезаминирования 
L-лизина с образованием Н2О2, NH3, 2-кето-6-
аминокапроата, ингибированием синтеза белка, 
блокированием клеточного цикла в G1-фазе [3, 
4, 5]. В спектр чувствительных к ЛO при па-
рентеральном введении опухолевых моделей in 
vivo входят карцинома молочной железы Са755 
и лимфолейкоз Р388 мышей, а также подкожные 
(п/к) ксенографты рака молочной железы T47D 
и ободочной кишки HCT116 и LS174T человека 
[6, 7]. Схема многократного дискретного введе-
ния фермента с удвоением первой дозы и ин-
тервалом между введениями 48 ч обеспечивает 
хорошую переносимость лечения без кумулятив-
ной токсичности [8]. Способность интернализа-
ции в тонкой кишке на уровне 11% от введенной 
дозы открывает возможность продолжения до-
клинического изучения фермента при перораль-
ном (п/о) введении [9, 10]. 

Цель исследования: определение противоопу-
холевого действия ЛО при пероральном введе-
нии мышам под контролем переносимости в 
рамках скрининга. 
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Задачи: 
1. определение диапазона терапевтических 

доз ЛО при пероральном введении на опухоле-
вых моделях in vivo; 

2. оценка переносимости перорально введен-
ной ЛО под контролем состояния, поведения и 
возможной гибели мышей от токсичности в диа-
пазоне изученных доз.

Материалы и методы

Лабораторные животные. Использованы 46 мышей-са-
мок гибридов BDF1 и 20 мышей-самок Balb/c nude массой 
тела 18-20 г разведения ФГБУ «Национальный медицин-
ский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохи-
на» Минздрава России (НМИЦ). Для поддержания штам-
мов Са755 взяты изогенные мыши-самки линии C57BL6j 
(n=4), для SW620  — иммунодефицитные мыши-самки 
Balb/c nude (n=2). Изогенных мышей содержали в конвен-
циональных условиях отделения лабораторных животных 
НМИЦ, иммунодефицитных мышей  — в противовирусном 
терморегулируемом помещении со стерильной вентиляци-
ей. Все животные получали экструдированный корм и сво-
бодный доступ к воде. В день начала опыта всех мышей 
взвешивали и делили на группы по 7–9 в каждой.

Опухолевые штаммы. Для скрининга с отработкой 
дозовых характеристик пероральной ЛО выбраны чув-
ствительная Са755 и сравнительной оценкой результатов 
по данным исторического контроля. В качестве опухоли 
человека выбран рак ободочной кишки, т.к. опухоли этой 
локализации показывали ранее чувствительность к парен-
теральной ЛО. Аденокарцинома молочной железы Ca755 и 
рак ободочной кишки SW620 получены из Банка НМИЦ 
и Коллекции опухолей человека. В опытах использованы 
2-й и 3-й пассажи опухолей. Трансплантацию выполняли 
взвесью опухолевой ткани по 50 мг на мышь, лечение на-
чинали через 48 часов [11].

Исследуемый агент. ЛО с удельной активностью 95 
Е/мг, полученная по отработанной ранее методике [2] в 
виде лиофилизированного порошка во флаконах по 10 мг. 
Непосредственно перед введением лиофилизат разводили 
стерильной водой для инъекций до получения стоковой 
концентрации 3900 Е/мл и затем ex tempore доводили 
0,9% раствором хлорида натрия до рабочих концентраций 
150 или 200 Е/мл соответственно величине разовой дозы. 
Инъекционный раствор ЛО вводили мышам п/о дискретно 
в диапазоне суммарных доз от 4500 до 10000 Е/кг 5-крат-
но на 3-и, 5-е, 7-е, 9-е и 11-е сутки после транспланта-
ции опухоли с удвоением первой разовой дозы. Прове-
дено 3 серии опытов с воспроизведением эффекта ЛО в 
суммарной дозе 6000 Е/кг. В качестве объекта сравнения 
использованы ретроспективные данные об эффективности 
парентеральной ЛО в дискретном режиме в терапевтиче-
ских дозах [8].

Оценка эффективности. Для мышей с Са755 использо-
вали стандартный показатель ТРО>50%, который рассчи-
тывали в каждой группе в сроки, соответствующие окон-
чанию лечения по формуле: ТРО=[(Vcp контроля  — Vср 
опыта)/Vср контроля] x 100%. Для этого у всех мышей с 
помощью электронного штангенциркуля многократно из-
меряли опухолевые узлы с вычислением индивидуально-
го объема (V=a×b×c) и средних объемов (Vср) [11]. Для 
SW620 рассчитывали стандартный показатель Т/С≤42%, 
как соотношение Vcp в леченой группе к Vcp в группе 
нелеченного контроля и выражали в процентах. 

Статистическая обработка. Статистический анализ дан-
ных выполняли в среде пакета IBM SPSS 21. Для срав-
нения групп использовали критерий t Фишера-Стьюдента, 
различия считали статистически значимыми при p≤0,05. 
Описательные статистики представлены в виде среднего 
значения ± стандартной ошибки среднего. Размер выборки 
(n=7-9) достаточен, что доказано достоверным значениям 
при эффективной дозе. 

Оценка переносимости. Проведена по состоянию, пове-
дению, изменению массы тела и возможной гибели мышей 
в процессе и в течение 5-ти сут после лечения в сравнении 
с группой контроля.

Завершение терапевтических экспериментов. После 
окончания измерения опухолей мышей умерщвляли с помо-
щью передозировки эфирного наркоза по окончании опыта 
с соблюдением рекомендуемых гуманных методов работы с 
лабораторными животными, действующих в РФ [11]. 

Результаты 

Эффективность и переносимость ЛО при 
пероральном введении на Са755 

Показано, что в группе контроля без лече-
ния измеримые опухоли развились у всех жи-
вотных на 10-е сут после трансплантации. В 
группе ЛО в суммарной дозе 4500 Е/кг досто-
верное ТРО=80% (p<0,05), полученное на 12-е 
сутки роста опухоли, т.е., сразу после окончания 
лечения, к 5-м суткам было меньше пороговой 
величины. При суммарных дозах 6000 Е/кг и 
8000 Е/кг значимый и достоверный эффект по-
лучен сразу после окончания лечения, ТРО=88% 
и 89%, а на 5-е сутки наблюдения при большей 
дозе эффект был существенно ниже, ТРО=56% 
против 80%. Суммарная доза 10000 Е/кг не дала 
достоверного положительного результата, эффект 
был ниже минимального критерия, ТРОmax=38% 
(табл. 1, рис. 1). В процессе и после п/о вве-
дения ЛО в изученном диапазоне доз умень-
шение массы тела к 5-м суткам после лечения  

Таблица 1. Эффективность перорально введенной ЛО в диапазоне доз (дискретный режим) на Ca755

Суммарная доза, 
Е/кг

Разовая доза
(Е/кг)

Сутки после окончания лечения/трансплантации опухоли

Средний объем опухоли, (Vср±d) мм3 ТРО%

1-ая 2–5-я 1/12 5/16 1/12 5/16**

4500 1500 750 30,2±12,8 947±320  80 41*

6000 2000 1000 17,7±8,7 245±35,5  88* 80*

8000 2675 1331,5 19,0±7,5 502±146  89* 56*

10000 3333 1666,5 92,1±66,3 998±368  38  29

Примечание: *Различие с группой контроля достоверно, p<0,05. **В группе контроля на 16 сутки роста Vср±d =1388±525 мм3 
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не превышало 1%, других побочных эффектов 
или гибели мышей от токсичности не наблюда-
ли. Таким образом, при 5-кратном п/о введении 
ЛО в дискретном режиме диапазон терапевтиче-
ских доз составил 4500–8000 Е/кг, оптимальной 
была суммарная доза 6000 Е/кг. 

Эффективность и переносимость ЛО при 
пероральном введении на SW620

Измеримые опухоли развились у всех жи-
вотных к 7-м сут после трансплантации, время 

удвоения опухоли <3-х дней, что характерно для 
агрессивных быстрорастущих опухолей. Прове-
денное в период с 3-х по 11-е сутки роста п/о 
лечение ЛО в суммарной дозе 6000 Е/кг привело 
к незначительному уменьшению опухоли, на 2-е 
сут после завершения лечения Vср=1290±101 
мм3 против Vср=1371±247 мм3 в контрольной 
группе, однако это различие оказалось достовер-
ным, соответственно T/C=73% (p<0,05) (рис. 2). 
Переносимость лечения была удовлетворитель-
ной без побочных эффектов или гибели. 

Рис. 1. Динамика роста Ca755 под действием ЛО в диапазоне доз после окончания лечения (дискретный режим). Планки погрешностей 
в виде стандартной ошибки средней (SE)

Рис. 2. Динамика роста SW620 под действием пероральной ЛО в суммарной дозе 6000 Е/кг (дискретный режим). Показаны средние 
значения со стандартной ошибкой (SE)
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Обсуждение

Результаты, указывающие на эффективность 
ЛО из Trichoderma cf. aureoviride Rifai ВKM 
F-4268D при пероральном введении, получены 
впервые; до сих пор ни ЛО из других источни-
ков, ни оксидазы L-аминокислот не использо-
вались для лечения опухолей при пероральном 
введении. Сравнительная оценка эффективно-
сти перорально и парентерально (в/б или в/в) 
введенной ЛО в адекватных суммарных дозах 
на Са755, выполнена с использованием ретро-
спективных данных по максимальному эффек-
ту и длительности удержания ТРО на значи-
мом уровне [7, 8]. Показано, при всех путях 
введения ЛО достигается идентичный эффект: 
ТРОmax=87% против ТРОmax=80% или 83%, 
соответственно, достоверных различий между 
величинами нет. Во всех случаях эффект про-
лонгирован, но длительность удержания его 
для п/о введенной ЛО была меньше, особенно 
в сравнении с в/в введением: 5 против 10 дней 
(табл. 2.) Причиной этого может быть недости-
жимая при использованных дозировках 100%-
ная биодоступность в сравнении с в/в введе-
нием. Однако это можно преодолеть путем 
увеличения суммарной дозы при продолжении 
курса, т.к. при изученном диапазоне лимити-
рующие дозу побочные эффекты или гибель 
мышей не были достигнуты. 

Таблица 2. Сравнительная оценка эффективности ЛО  
на Са755 при парентеральном и пероральном многократном 

введении в дискретном режиме

Показатели эффективности
Пути введения

в/б [13] в/в [4] п/о

ТРО% 80* 83; 60* 87; 80*

Сохранение эффекта во вре-
мени (сутки после лечения) 7 10 5

Примечание: *даны значения ТРО на первые и завершающие сутки наблю-
дения; различие с контрольной группой достоверно, p<0,05

Полученные данные для SW620, характе-
ризующейся агрессивным ростом, позволяют 
считать, что относительно невысокая терапев-
тическая доза ЛО в дискретном режиме при-
менения (интервал между введениями 48 часов) 
недостаточна для реализации значимого инги-
бирования роста. Целесообразно продолжить 
эксперименты на этой модели по определению 
оптимальной терапевтической дозы при перо-
ральном введении ЛО под контролем перено-
симости. В качестве моделей рака ободочной 
(толстой) кишки целесообразно апробировать 
для перорально вводимой ЛО показавшие чув-
ствительность к парентеральной ЛО штаммы 
HCT116 и/или LS174T.

Заключение

Пептиды и белки имеют большой потенциал 
в качестве терапевтических средств. В настоя-
щее время, поглощение белков энтероцитами 
и их транспорт можно рассматривать как нор-
мальный физиологический процесс, происходя-
щий в кишечной стенке. Известно, что при п/о 
применении молекула белка способна проходить 
через эпителиальные клетки на базолатеральную 
мембрану с высвобождением в интерстициаль-
ное пространство для достижения циркуляции 
крови [12–15]. 

В данном исследовании для устойчивой к 
действию протеолитических ферментов (трип-
син, химотрипсин) и способной всасываться в 
тонкой кишке в достаточно высокой концентра-
ции ЛО [9] оценили величину терапевтической 
эффективной и переносимой дозы для п/о вве-
дения. На модели Са755 самыми эффективными 
дозами оказались 6000 Е/кг, которая дает сопо-
ставимый с в/б и в/в терапией значимый досто-
верный противоопухолевый эффект на уровне 
ТРО=80–87% без гибели мышей и 8000 Е/кг, 
значимый достоверный эффект ТРО на уровне 
56-72%. На модели SW620 получили в дозе 6000 
Е/кг достоверный противоопухолевый эффект, 
который сохранился в течение 5 суток. На ос-
новании этих данных можно предположить, что 
ЛO может быть эффективной при п/о введении 
в лечении солидных опухолей in vivo. 

Полученные данные в нашем исследовании 
требуют дальнейшего изучения с целью реко-
мендации использования перорального введения 
ЛО при проведении доклинических и клиниче-
ских исследований. 
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Introduction. Transformed cells are selectively vulnerable 
to a deficiency of certain amino acids. L-Lysine α-oxidase (LO) 
catalyzes the oxidative deamination of L-lysine, resulting in 
lysine depletion and hydrogen peroxide production. In preclini-
cal models with intravenous and intraperitoneal administration 
LO shows a wide spectrum of antitumor activity. The purpose 
of this study was to determine the antitumor effect of orally 
administered to mice LO under tolerance control. Materials 
and methods. LO efficiency was studied on models Ca755 and 
SW620 when administered orally, evaluated using adequate 
criteria and the method of variation statistics and statistically 
significant differences at p≤0.05. Results. The antitumor activ-
ity and tolerance of LO from Trichoderma cf. aureoviride Rifai 
BKM F-4268D when administered orally was studied for the 
first time on murine and human tumor models. It was shown 
that LO in total doses of 6000-8000 U/kg (discrete mode of 
administration) reliably and significantly inhibits the growth 
of mouse breast adenocarcinoma Ca755, Tumor Growth In-
hibition, TGImax=80-89% (p<0.05) (criterion of TGI≥50%). A 
smaller, but reliable effect was obtained on SW620 human 
colon cancer xenografts at a total dose of 6000 U/kg, T/C=75% 
(p<0.05) (criterion of T/C≤42%). By oral administration LO 
did not cause any side effects or death of mice from toxicity 
in the range of studied doses. Conclusion. This study makes 
it possible to consider LO promising for preclinical study with 
oral administration.

Key words: L-amino acid oxidase, oral administration, an-
titumor activity 


