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Резюме

Цель исследования. Изучить противоопухолевую эффективность ингибитора сигнального пути Wnt XAV-939 и его комби-
нации с 5-фторурацилом на модели подкожных ксенотрансплантатов, полученных от пациентов с колоректальным раком.
Материалы и методы. Исследование противоопухолевой эффективности препаратов и их комбинации выполняли на 
ксенотрансплантатах, полученных от пациентов с колоректальным раком, имплантированных подкожно иммунодефицит-
ным мышам линии Balb/c Nude. Все животные- опухоленосители были распределены на 4 группы (n = 5): группе 1 получала 
5-фторурацил в дозе 25 мг/кг, группа 2 – XAV-939 в дозе 25 мг/кг, группа 3 – комбинацию препаратов XAV-939 и 5-фторурацила 
в тех же дозах, что и в режиме монотерапии, группа 4 – контрольная. В качестве критерия эффективности тестируемых 
препаратов и их комбинации использовали индекс прироста опухоли и показатель торможения роста опухоли (ТРО %).
Результаты. Среднее значение объемов и индекс прироста опухоли ксенотрансплантатов в группе с воздействием 
комбинацией 5-фторурацила с XAV-939 составили 335,2 ± 40,7 мм3, что было меньше в 1,8 раз показателей контрольной 
группы – 609,3 ± 69,5 мм3 (p < 0,05). Среднее значение объемов ксенотрансплантатов в группе с воздействием 5-фтор-
урацилом в режиме монотерапии составило 601,9 ± 45,5 мм3, в группе с воздействием ингибитором сигнального пути 
Wnt XAV-939 в режиме монотерапии – 527,9 ± 258,6 мм3. Наиболее высокое значение ТРО (44,99 %) было зафиксировано 
в группе с комбинированным воздействием 5-фторурацилом и XAV-939.
Заключение. По итогам данной работы была продемонстрирована способность ингибитора сигнального пути Wnt 
XAV-939 в комбинации с 5-фторурацилом подавлять рост подкожных ксенотрансплантатов, полученных от пациентов 
с колоректальным раком.
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Abstract

Purpose of the study. Was to analyze antitumor efficacy of the XAV-939 Wnt signaling pathway inhibitor and its combination with 
5-fluorouracil in subcutaneous xenografts derived from patients with colorectal cancer.
Materials and methods. Antitumor efficacy of the agents and their combination was studied in xenografts derived from patients 
with colorectal cancer and subcutaneously implanted in immunodeficient Balb/c Nude mice. All animals with tumors were divided 
into 4 groups (n = 5): group 1 received 5-fluorouracil 25 mg/kg, group 2 – XAV-939 25 mg/kg, group 3–5-fluorouracil and XAV-939 
combination at the same dosages, group 4 was control. Criteria for the efficacy of the tested agents and their combination included 
tumor growth rate and tumor growth inhibition rate (TGI %).
Results. The mean volumes of xenografts and tumor growth rate in the group receiving a combination of 5-fluorouracil and 
XAV-939 were 335.2 ± 40.7 mm3, being lower than the averages of xenografts in controls – 609.3 ± 69.5 mm3 (p < 0.05). The 
mean volumes of xenografts in the group receiving 5-fluorouracil monotherapy were 601.9 ± 45.5 mm3, in the group with the 
XAV-939 monotherapy – 527.9 ± 258.6 mm3. The highest TGI (44.99 %) was registered in the group receiving a combination of 
5-fluorouracil and XAV-939.
Conclusion. The study revealed the ability of combined XAV-939 Wnt signaling pathway inhibitor and 5-fluorouracil to inhibit the 
growth of subcutaneous xenografts derived from patients with colorectal cancer.
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ВВЕДЕНИЕ

В мировом масштабе колоректальный рак (КРР) 
занимает третье место по распространенности сре-
ди злокачественных заболеваний и четвертое место 
среди причин смерти от рака [1]. Основным методом 
лечения пациентов с КРР является выполнение хирур-
гической операции с последующим применением 
адъювантной химио- и лучевой терапии [1; 2]. Однако, 
далеко не все пациенты положительно реагируют 
на такое лечение, демонстрируя случаи возникнове-
ния отдаленных метастазов и рецидивов [3]. С другой 
стороны, даже когда определенная терапевтическая 
схема изначально эффективна для отдельных боль-
ных, со временем развивается лекарственная устой-
чивость [3]. В ряде фундаментальных и клинических 
исследований, проведенных в последние десятилетия, 
было показано, что формирование резистентности 
к препаратам способно значительно ограничивать 
применение химиотерапии и препятствовать дости-
жению ее долгосрочных эффектов [3–5].

Ключом к решению этих проблем могут стать ра-
боты по изучению механизмов лекарственной устой-
чивости как к традиционным химиотерапевтическим 
агентам, так и к относительно недавно разработан-
ным таргетным препаратам на основе малых молекул 
и антител. Также одним из возможных способов повы-
шения терапевтической эффективности при лечении 
КРР является применение комбинаций различных 
противоопухолевых средств, выбранных с учетом 
соответствующих патологических и молекулярных 
характеристик, таких как наличие или отсутствие 
генетических мутаций, микросателлитной неста-
бильности, гиперметилирования ДНК и активации/
инактивации сигнальных путей, задействованных 
в колоректальном канцерогенезе [6; 7].

Учитывая эти факты, критично важным аспектом 
представляется изучение новых фармакологических 
субстанций, способных воздействовать на молекуляр-
ные механизмы патогенеза злокачественных опухо-
лей. В частности, многообещающе выглядит стратегия, 
предполагающая подавление сигнального пути Wnt [8]. 
Wnt-сигналинг является одним из ключевых каскадов, 
играющих решающую роль в поддержании гомеостаза 
тканей за счет регуляции пролиферации, дифференци-
ровки и других важных клеточных процессов [8–10]. 
В ряде работ было показано, что аберрантная акти-
вация передачи сигналов Wnt связана с процессами 
канцерогенеза человека, включая КРР, что позволяет 
считать молекулы- ингибиторы этого сигнального пути 
перспективными кандидатами для разработки новых 
противоопухолевых средств [6; 8; 10].

Тестирование на этапе in vitro новых фармако-
логических субстанций проводят на панелях линий 

раковых клеток, а для этапа in vivo, как правило, 
используют ксеногенные опухолевые модели или, 
как их еще называют, CDX (cell line derived xenograft), 
полученные путем подкожной инъекции культуры 
клеток иммунодефицитным мышам [11; 12]. Хотя 
модель CDX на протяжении долгого времени счита-
лась золотым стандартом, в первую очередь из-за 
простоты манипуляций и предсказуемой динамики 
роста, линии опухолевых клеток способны приобре-
тать непредвиденные фенотипы в результате про-
цесса адаптации к условиям культивирования in vitro, 
что может приводить к возникновению существенных 
различий между субклонами одних и тех же опухоле-
вых линий, имеющихся в различных лабораториях, 
а также к значительному расхождению их биологи-
ческих свой ств с первичными опухолями [13; 14]. Для 
преодоления этих недостатков, были разработаны 
ксенотрансплантаты, полученные от пациента или, так 
называемые, PDX (patient- derived xenograft), которые 
создают путем непосредственной трансплантации 
фрагментов опухолей, выделенных у онкологических 
больных, мышам с иммунодефицитом. PDX способны 
лучше отражать существующую молекулярную гетеро-
генность человеческих злокачественных новообра-
зований, и, следовательно, считаются более похо-
дящими моделями для проведения исследований 
эффективности препаратов [14; 15].

Цель исследования: изучить противоопухолевую 
эффективность ингибитора сигнального пути Wnt 
XAV-939 и его комбинации с 5-фторурацилом в отно-
шении подкожных ксенотрансплантатов, полученных 
от пациентов с колоректальным раком.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Лабораторные животные и их содержание
Для выполнения исследования использовали им-

мунодефицитных мышей линии Balb/c Nude женского 
пола в возрасте 6–7 недель (n = 20), полученных из 
«SPF-вивария» ИЦиГ СО РАН (г. Новосибирск). В тече-
нии эксперимента лабораторных животных содержали 
в SPF-блоке вивария Испытательного лабораторного 
центра ФГБУ «НМИЦ онкологии» Минздрава России 
в системе IVC для мышей Tecniplast в помещении 
с контролируемыми параметрами микроклимата 
(температура 22–27 ˚С, относительная влажность 
воздуха 50–70 %) и соблюдением светового режима 
день/ночь (12/12 часов). Животные получали полно-
рационный гранулированный экструдированный 
корм производства ООО «SSNIFF R/M-H V1534-300» 
и чистую питьевую воду ad libitum. Все манипуляции 
были выполнены с соблюдением этических принци-
пов, установленных Европейской конвенцией о защите 
позвоночных животных, используемых для экспери-
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ментов или в иных научных целях (Европейская Кон-
венция Страсбург, 18.03.1986 г.). Протокол исследо-
вания был одобрен локальным этическим комитетом 
ФГБУ «НМИЦ онкологии» Минздрава России.

Опухолевый материал
Для создания подкожных ксенотрансплантатов 

использовали полученный в ФГБУ «НМИЦ онкологии» 
Минздрава России перевиваемый штамм КРР чело-
века. Первичный опухолевый материал был получен 
от пациента с диагнозом рак селезеночного угла обо-
дочной кишки T4N1M0 в результате резекции попе-
речно- ободочной кишки. От пациента было получено 
письменное согласие на передачу биологического 
материала.

Создание подкожной ксеногенной модели КРР 
человека
Исследование противоопухолевой эффективно-

сти препаратов выполняли на четвертой генерации 
подкожных ксенотрансплантатов КРР человека. Для 
создания четвертого поколения подкожных ксено-
трансплантатов КРР была выполнена имплантация 
фрагментов опухолевого ксенотрансплантатов третьей 
генерации размером 2 × 2 × 2 мм под кожу правого 
бедра иммунодефицитных мышей. Для этого при 
помощи ножниц выполняли разрез в области бедра 
животных- реципиентов, в созданный тупым методом 
препарирования карман закладывали фрагмент до-
норской опухоли. Завершали операцию наложением 
шва на кожу в месте разреза. В ходе работы приме-
няли инъекционную анестезию для лабораторных гры-
зунов, используя ветеринарные препараты «Ксила» 
в дозе 20 мг/кг и «Золелил-100» в дозе 50 мг/кг.

Исследуемые препараты, дозы, способы 
и режимы их введения, распределение живот‑
ных по группам
Исследуемый препарат XAV939 (Sigma- Aldrich) 

вводили перорально в дозе 25 мг/кг, 5-фторура-
цил (ЛЭНС-Фарм) вводили внутрибрюшинно в дозе 
25 мг/кг. Режим введения – 2 раза в неделю как при 
монотерапии, так и при использовании комбинации 
этих препаратов. Контрольной группе с той же крат-
ностью вводили внутрибрюшинно 0,9 % раствор NaCl 
и перорально стерильную воду.

Животные- опухоленосители были поделены на 
4 группы:

• группа 1 – 5-фторурацил (n = 5);
• группа 2 – XAV-939 (n = 5);
• группа 3 – XAV-939 + 5-фторурацил (n = 5);
• группа 4 – контроль (n = 5).
Критерием распределения животных по группам 

являлся размер опухолевого узла на момент начала 
введения препарата – 50 ± 20 % мм3. Распределение 
было выполнено так, чтобы разброс средних значений 
объема опухолевых узлов в группах был минимальным.

Анализ роста ксенотрансплантатов КРР 
человека
Замеры опухолевых узлов проводили дважды 

в неделю при помощи штангенциркуля, их размеры 
вычисляли по формуле Шрека для эллипсоида – V = а × 
в × с × π/6, где V – объем опухоли (мм3), а, в, с – линей-
ные замеры эллипсоида в трех плоскостях (мм).

Оценка противоопухолевой эффективности 
препаратов и их комбинации
В качестве критерия эффективности тестируемых 

препаратов и их комбинации использовали пока-
затель торможения роста опухоли (ТРО, %), а также 
индекс прироста опухоли (I), которые вычисляли по 
формулам:

где Vk и Vo – средний объем опухоли (мм3) в кон-
трольной и опытных группах соответственно.

Ii=Vi /Vo ,
где I – индекс прироста опухоли, i – сутки экспе-

римента, Vo – объем опухоли в день начала лечения.
Гистологическое исследование
Опухолевые фрагменты фиксировали в 10 % фор-

малине в течение 24 ч, затем заключали в парафин. 
После этого готовили микросрезы, которые окра-
шивали гематоксилином и эозином по стандартной 
методике. Проводили гистологическое исследование 
образцов донорской и ксеногенных опухолей.

Молекулярно- генетическое исследование
ДНК из опухолевых образцов экстрагировали при 

помощи набора QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Герма-
ния), а также станции автоматического выделения 
нуклеиновых кислот QIAcube Connect (Qiagen, Гер-
мания). Мутации во 2-ом, 3-ем и 4-ом экзонах генов 
KRAS и NRAS и мутации в сайте V600 гена BRAF опре-
деляли методом прямого секвенирования по Сэнгеру 
(АВ3500, LifeTechnologies, USA). Для определения ми-
кросателлитной нестабильности использовали метод 
фрагментарного анализа (AB3500, LifeTechnologies, 
USA) по локусам Bat‑25, Bat‑26, NR21, NR24, NR27.

Статистический анализ
Полученные данные обрабатывали статистически 

с использованием пакета программ STATISTICA 8.0. 
Различия между группами оценивались при помощи 
t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для выполнения исследования противоопухолевой 
эффективности ингибитора сигнального пути Wnt 
XAV-939, 5-фторурацила, и их комбинации в отно-
шении роста подкожных ксенотрансплантатов КРР 
человека была осуществлена серийная имплантация 
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опухолевого фрагмента PDX КРР человека третьей 
генерации под кожу иммунодефицитным мышам 
линии Balb/c Nude для получения соответствующей 
PDX- модели четвертой генерации.

В рамках описания основных биологических свой-
ств полученной PDX-модели было выполнено гистоло-
гическое и молекулярно- генетическое исследование. 
Результаты гистологического анализа продемонстри-
ровали способность ксенотрансплантатов воспроиз-
водить гистотип донорской опухоли. Препараты как 
донорской, так и ксеногенной опухоли были описаны 
как умеренно дифференцированная аденокарцинома 
(G2) (рис. 1).

Исследование клинически значимых для колорек-
тального рака молекулярно- генетических показате-
лей продемонстрировало наличие дикого типа генов 
KRAS, NRAS и BRAF, а также наличие микросателлит-
ной стабильности в как образцах PDX четвертой гене-
рации, так и в образцах донорской опухоли.

В течение всего времени исследования проводили 
наблюдение за животными- опухоленосителями, выпол-
няя еженедельный клинический осмотр и измерения 
линейных размеров подкожных ксенотрансплантатов.

По результатам последнего прижизненного изме-
рения опухолевых узлов среднее значение объемов 
ксенотрансплантатов в группе с воздействием 5-фтор-
урацилом составило 601,9 ± 45,5 мм3, в группе с воз-
действием ингибитора сигнального пути Wnt XAV-939 
– 527,9 ± 258,6 мм3, что статистически не отличалось 
от среднего значения объемов ксенотрансплантатов 
контрольной группы, равного 609,3 ± 69,5 мм3. Резуль-
таты оценки динамики роста показали, что значения 
объемов подкожных опухолевых узлов и индекса 
прироста опухоли в группе с воздействием 5-фтор-
урацилом и в группе с воздействием XAV-939 стати-
стически не отличались от соответствующих пока-
зателей контрольной группы на протяжении всего 
срока эксперимента.
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Рис. 2. Динамика индекса прироста опухоли в группах с 
воздействием 5-фторурацилом, XAV-939, комбинацией 
5-фторурацила и XAV-939 и в контрольной группе.
Примечание: * – статистически значимые различия 
между экспериментальными группами с воздействием 
5-фторурацилом, XAV-939, комбинацией 5-фторураци-
ла и XAV-939 и контрольной группой согласно t-крите-
рию Стьюдента (p < 0,05); в виде планок погрешностей 
представлен 95 % доверительный интервал.

Fig. 2. Dynamics of the tumor growth index in groups 
with exposure to 5-fluorouracil, XAV939, a combination 
of 5-fluorouracil with XAV-939 and in the control group.
Note: * – statistically significant differences between ex-
perimental groups exposed to 5-fluorouracil, XAV-939, a 
combination of 5-fluorouracil with XAV-939 and the con-
trol group according to the Student's t-test (p < 0.05); 95 % 
confidence interval is presented in the form of bias barrs.
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Рис. 1. Гистологические препараты опухоли пациента и соответствующего ей ксенотрансплантаты. А – опухоль пациента; 
Б – ксенотрансплантат 4-ой генерации; Окраска гематоксилином и эозином. × 200.

Fig. 1. Morphology images of the patient's tumor and corresponding xenografts. A – patient's tumor; B – xenograft of the 4th generation; 
H&E staining. × 200

A Б
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В группе с воздействием комбинацией 5-фтор-
урацила и XAV-939 среднее значение объемов опу-
холевых узлов составило 335,2 ± 40,7 мм3, что было 
статистически значимо меньше среднего значения 
объемов ксенотрансплантатов контрольной группы 
(p < 0,05), соответственно, индекс прироста опухоли 
в группе с комбинированным воздействием 5-фтор-
урацилом и XAV-939 был также статистически значимо 
ниже, чем в контрольной группе (p < 0,05) (рис. 2).

По завершению эксперимента был вычислен пока-
затель торможения роста опухоли (ТРО, %).

Наиболее высокое значение ТРО, составившие 
44,99 %, было зафиксировано в группе с комбини-
рованным воздействием 5-фторурацилом и XAV-939. 
Более низкие значения ТРО наблюдались в группе 
с воздействием 5-фторурацилом и группе с воздей-
ствием XAV-939, что составило 20,02 % и 17,46 % соот-
ветственно (рис. 3).

В качестве одного из вероятных механизмов реа-
лизации противоопухолевого эффекта при воздей-
ствии комбинации 5-фторурацила и XAV-939 можно 
рассматривать способность XAV-939 ингибировать 
канонический Wnt-сигналинг. Основная функция ка-
нонического Wnt пути заключается в стабилизации 
β-катенина и усилении его ядерной транслокации, 
где, в свою очередь, происходит активация генов- 
мишеней, отвечающих за дифференцировку, про-
лиферацию и другие клеточные процессы [8; 10]. 
В исследованиях на моделях рака у мышей было про-
демонстрировано, что накопление β-катенина в ядре 
коррелировало с повышенной миграцией клеток, 
проявлением стволовых свой ств и формированием 
химиорезистентности [16; 17]. Показано, что при мно-
гих злокачественных новообразованиях наблюдается 
дисрегуляция сигнального пути Wnt, что позволяет 
представить его как перспективную мишень для тар-
гетной терапии, но в настоящее время существует 
ограниченное количество соединений, которые мо-
гут на него воздействовать [8; 10]. Одним из таких 
соединений является малая молекула XAV-939, в ос-

нове её действия лежит селективное ингибирование 
β-катенин- опосредованной транскрипции. XAV-939 
стимулирует деградацию β-катенина посредством 
стабилизации аксина – белка, являющегося частью 
комплекса ответственного за процесс деградации 
β-катенина, – тем самым реализуя свое противоопу-
холевое действие [17].

Полученные в ходе нашей работы данные, демон-
стрирующие подавление роста ксеногенных опухолей 
при воздействии ингибиторами сигнального пути 
Wnt в комбинации с препаратами- цитостатиками, 
согласуются с результатами исследований ряда других 
авторов [17; 18].

В работе китайских исследователей, посвященной 
изучению преодоления лекарственной устойчивости, 
в частности, резистентности к 5-фторурацилу, было 
доказано, что комбинация ингибитора Wnt кардамо-
нина с препаратом 5-фторурацилом более эффективна 
нежели монотерапия 5-фторурацилом. Исследование 
in vivo было проведено на мышах линии Balb/c nude, 
которым было осуществлено подкожное введение 
резистентных к 5-фторурацилу клеток аденокарци-
номы желудка человека (BGC-823/5-FU). Как и в слу-
чае с XAV-939, кардамонин ингибирует канонический 
Wnt-сигналинг, связанный β-катенином, и благодаря 
этому делает опухолевые клетки более уязвимыми 
для лекарственного препарата 5-фторурацила [18].

В другой работе, было показано как на моделях in 
vitro, так и in vivo наличие выраженного противоопу-
холевого эффекта при применении XAV-939 в комби-
нации с цитостатическим препаратом паклитакселом. 
В своей работе авторы обращают особое внимание 
на то, что при применении препаратов в режиме мо-
нотерапии цитотоксическое действие паклитаксела 
было более очевидным, чем у XAV-939. Вместе с тем, 
по результатам МТТ-теста, проведенного на клеточ-
ных линиях рака молочной железы MDA-MB-231, 
MDA-MB-468, BT549, MCF-7 и T-47D было установ-
лено, что цитотоксичный эффект комбинированного 
лечения с использованием низких доз паклитаксела 
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Рис. 3. Показатели ТРО для экспериментальных групп с 
воздействием 5-фторурацилом, XAV-939, комбинацией 
5-фторурацила с XAV-939.

Fig. 3. TGI indicators for experimental groups exposed to 
5-fluorouracil, XAV-939, a combination of 5-fluorouracil 
with XAV-939.

Research and Practical Medicine Journal 2022, Vol. 9, No. 1, P. 33-42
Goncharova A. S.�, Galina A. V., Khodakova D. V., Egorov G. Yu., Maksimov A. Yu., Kolesnikov E. N., Komarova E. F., Kiblitskaya A. A., Zaikina E. V., Kurbanova L. Z., 
Mindar M. V. / Inhibition of growth of colorectal cancer patient- derived subcutaneous xenografts using combined Wnt signaling pathway inhibitor and 5-fluorouracil 



39

(20 нМ) и XAV-939 (10 M) был почти равен таковому 
для паклитаксела в высокой дозе (200 нМ). В рамках 
этой же работы на моделях in vivo было продемон-
стрировано, что комбинированное лечение паклитак-
селом с XAV-939 может эффективно подавлять рост 
ксенотрансплантатов молочной железы по сравнению 
с контролем и каждым из этих препаратов, приме-
ненных в режиме монотерапии [19]. Это согласуется 
с результатами нашего исследования, также про-
демонстрировавшего более выраженный противо-
опухолевый эффект относительно роста PDX КРР при 
воздействии комбинации 5-фторурацила и XAV-939, 
нежели применение этих препаратов по отдельности.

Однако, в исследовании, выполненном на ксе-
нотрансплантатах клеточной линии рака мочевого 
пузыря Т24 лечение как XAV-939, так и другой мо-
лекулой- ингибитором сигнального пути Wnt QCSL 
вызывало снижение объем опухоли по сравнению 
с контрольной группой [20]. Схожие результаты были 
получены в другом исследовании, где было показано, 
что внутриопухолевые инъекции XAV-939 или WXL-8 
значительно подавляли рост подкожных ксенотранс-
плантатов рака печени HepG2 [21].

Таким образом, представленные в литературе ре-
зультаты исследований являются подтверждением 
гипотезы о целесообразности применения молекул- 
ингибиторов сигнального пути Wnt в качестве новых 
противоопухолевых средств, особенно перспективной 
представляется стратегия с использованием комби-
нации ингибиторов Wnt с традиционными цитоста-
тическими препаратами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты, полученные в ходе нашего исследова-
ния, продемонстрировали способность ингибитора 
сигнального пути Wnt малой молекулы XAV-939 в ком-
бинации с 5-фторурацилом подавлять рост подкож-
ных ксенотрансплантатов, полученных от пациентов 
с колоректальным раком. Тем не менее, отсутствие 
регрессии ксенотрансплантатов колоректального 
рака при применении XAV-939 в режиме монотера-
пии делают необходимым проведение дальнейших 
работ по изучению сигнального пути Wnt в качестве 
терапевтической мишени для различных типов и под-
типов опухолей.
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