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Аннотация

Введение. Современное лечение HeR2-положительного метастатического рака молочной железы 
(РМЖ) основано на использовании анти-HeR2-блокаторов как патогенетических препаратов, а 
также поиске оптимальной комбинации противоопухолевых препаратов с различным механизмом 
действия. Интересно выяснить потенциальную активность хлонизола при HeR2+ РМЖ. Цель 
исследования – оценить противоопухолевую активность отечественного соединения 2-[3-(2-хлорэтил)-
3-нитрозоуреидо]-1,3-пропандиола (хлонизола) на рост спонтанных опухолей молочной железы у 
HeR2/neu трансгенных мышей линии FVB/N. Материал и методы. В проспективном исследовании 
использовали 5-месячных мышей-самок с развившимися HeR2-позитивными опухолями молочной 
железы. Из этих животных были сформированы десять пар с практически одинаковыми размерами 
новообразований (соответственно, для контрольной группы и группы лечения хлонизолом). Хлонизол 
вводили в дозе 20 мг/кг внутрибрюшинно однократно. За животными наблюдали в течение 30 дней. 
Результаты. Во всех десяти парах мышей хлонизол проявил выраженный противоопухолевый эффект, 
вплоть до полной временной регрессии опухоли. При суммировании сравнительных результатов всех 
десяти пар животных торможение роста опухолей (ТРО) при применении хлонизола по сравнению 
с контролем составило 90–97 % (p<0,0001), а площадь под кинетической кривой роста опухоли у 
мышей, получивших хлонизол, была в 13,6 раза меньше, чем в контроле (р<0,0001), свидетельствуя 
о выраженном эффекте. Заключение. Хлонизол обладает высокой терапевтической активностью, 
ингибируя рост спонтанного HeR2+ РМЖ у мышей линии FVB/N. 

Ключевые слова: 2-[3-(2-хлорэтил)-3-нитрозоуреидо]-1,3пропандиол, хлонизол, трансгенные мыши, 
HeR2+ рак молочной железы, спонтанные опухоли.
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abstract 

Background. current treatment of HeR2-positive metastatic breast cancer (Bc) is based on the use of anti-
HeR2 blockers as pathogenic drugs, as well as the search for the optimal combination of anticancer drugs 
with different mechanisms of action. the potential activity of chlonisol in HeR2+ ВС is of great interesting. the 
aim of the study was to evaluate the antitumor effect of 2-[3-(2-chloroethyl)-3-nitrosouriedo]-1,3-propanediol 
(chlonisol) on the growth of spontaneous mammary tumors in HeR-2/neu transgenic FVB/N mice. material 
and methods. a prospective study used 5-month-old female mice with HeR2-positive mammary tumors. of 
these animals, ten pairs with almost the same size of tumors were formed (respectively, for the control group 
and the chlonisol treatment group). chlonisol was administered at a dose of 20 mg/kg intraperitoneally, once. 
the animals were followed up for 30 days. Results. in all ten pairs of mice, chlonisol showed a significant 
antitumor effect, up to a complete temporary regression of the tumor. When summing the comparative results 
of all ten pairs of animals, the inhibition of tumor growth (itg) in the chlonisol treatment group was 90-97 % 
(p<0.0001), and the area under the kinetic curve of tumor growth was 13.6 times less than in the control 
group (p<0.0001), thus indicating a significant effect. conclusion. chlonisol has a high therapeutic activity 
by inhibiting the growth of spontaneous HeR2-positive breast tumors in FVB/N mice.

Key words: 2-[3-(2-chloroethyl)-3-nitrosouriedo]-1,3-propanediol, chlonisol, transgenic mice, HeR2+ breast 
cancer, spontaneous tumors.

Введение
В ФБГУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Петро-

ва» (Санкт-Петербург) Минздрава России было 
создано новое активное противоопухолевое 
соединение 2-[3-(2-хлорэтил)-3-нитрозоуреидо]-
1,3пропандиол (хлонизол). Хлонизол принадлежит 
к классу нитрозоалкилмочевин из группы алкилни-
трозоуреидопропандиолов, которые являются пре-
паратами алкилирующего механизма действия. До 
сих пор хлонизол тестировался и был активен на 
стандартных перевиваемых опухолях у животных 
[1, 2]. Для более полной характеристики спектра 
активности этого соединения принципиально важ-
но изучить на опухолях у генетически модифици-
рованных животных, в частности с амплификацией 
гена HER2/neu рака молочной железы (РМЖ). 

У человека HER2-положительный РМЖ пред-
ставляет собой агрессивный подтип опухоли, 
которая трудно поддается химио- и гормоноте-
рапии. Современная стратегия лечения HER2-
положительного метастатического РМЖ основана 
на использовании, прежде всего, таргентных анти-
HER2-блокаторов [3, 4] и поиске оптимальной 
комбинации препаратов с различным механизмом 
действия [5] для преодоления терапевтической 
резистентности, а также лечения метастазов в 
головной мозг, которые часто развиваются в про-
цессе лечения [6]. В качестве дополнительной 
химиотерапии нередко применяют антрациклины 
и таксаны и также некоторые алкилирующие пре-
параты: цисплатин, циклофосфамид, ломустин 
[5]. Возможно, хлонизол может быть интересен в 
качестве дополнительного препарата при химио-
терапии HER2+ РМЖ.

Цель исследования ‒ оценка противоопухоле-
вой активности отечественного соединения 2-[3-
(2-хлорэтил)-3-нитрозоуреидо]-1,3-пропандиола 
(хлонизола) на рост спонтанных опухолей мо-
лочной железы у HER2/neu трансгенных мышей 
линии FVB/N.

Материал и методы
В работе использованы мыши-самки линии 

FVB/N, трансгенные по гену рецептора эпи-
дермального фактора роста 2-го типа (HER2), 
которые были получены из Национального ин-
ститута старения Италии (INRCA) и несколько 
лет поддерживаются в виде разводки в виварии 
ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Петрова» 
(Санкт-Петербург) Минздрава России. Эти мыши 
характеризуются высокой частотой (выше 90 %) 
развития спонтанных опухолей молочных желез 
у самок, иногда они возникают и у самцов [7]. В 
течение эксперимента все животные находились 
в виварии при стандартных условиях содержания 
(12:12-часовой искусственный режим освещения, 
проточно-вытяжная вентиляция и температура 20–
25 ºС), получали стандартный комбинированный 
корм (ООО «Лабораторкорм», Москва) и питьевую 
водопроводную воду ad libitum. 

Эксперименты на животных выполнялись с со-
блюдением принципов гуманности, изложенных 
в директивах Европейского сообщества (86/609/
ЕЕС) и Хельсинкской декларации, в соответствии 
с «Правилами проведения работ с использованием 
экспериментальных животных», а также под кон-
тролем этического комитета «НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Петрова», Санкт-Петербург, Минздрава 
России.

В исследовании использовали 2-[3-(2-хлор-
этил)-3-нитрозоуреидо]-1,3-пропандиол (хлони-
зол), разработанный в ФБГУ «НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Петрова» Минздрава России и синтези-
рованный при участии ООО КемКонсалт (Россия). 
Схема синтеза, некоторые физико-химические 
свойства хлонизола, а также сведения о его ток-
сичности были приведены в наших публикациях 
[1, 2]. 2-[3-(2-хлорэтил)-3-нитрозоуреидо]-1,3-
пропандиол представляет собой мелкокристалли-
ческое твердое вещество бледно-желтого цвета с 
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температурой плавления 91–92 °С. Идентичность 
этого химического соединения была подтверждена 
с помощью ВЭЖХ. Его структура была охаракте-
ризована с помощью ПМР и масс-спектров. 

В экспериментах были использованы 20 самок 
трансгенных мышей HER2/neu линии FVB/N в 
возрасте 5 мес с визуально и пальпаторно опреде-
ляемыми спонтанными опухолями молочной 
железы различного размера (от 6 до 144 мм3). Ги-
стологически эти опухоли характеризовались как 
инвазивный РМЖ (рис. 1). Подтверждение повы-
шенной экспрессии транскрипта HER2+ в опухолях 
молочной железы у HER2/neu трансгенных мышей 
из разводки нашего института проводится систе-
матически (ПЦР исследование мРНК в реальном 
времени методом дельта-Ct).

В проспективном исследовании 20 мышей 
со спонтанными HER2+ опухолями молочных 
желез подразделены на 10 пар таким образом, 
чтобы каждая мышь, получавшая хлонизол, со-
ответствовала контрольной мыши с практически 
таким же объемом опухоли. Хлонизол растворяли 
в 0,9 % растворе натрия хлорида и вводили вну-
трибрюшинно (в/б), однократно в максимально 
переносимой дозе 20 мг/кг в объеме 10 мл/кг. 
Соответствующим контрольным мышам вводили 
в/б однократно 0,9 % раствор натрия хлорида из 
расчета 10 мл/кг. После этого в течение 30 дней 
ежедневно контролировали состояние животных 
и определяли объем опухолей по общепринятым 
линейным замерам. На 31-й день всех мышей эв-
таназировали; после их вскрытия опухоли и другие 
органы с видимой патологией фиксировали в 10 % 
формалине для последующей стандартной обра-
ботки и гистологического изучения.

Противоопухолевую активность хлонизола рас-
считывали по общепринятым показателям – тормо-
жению роста опухоли (TРО) и индексу роста опухоли 
(ИРО). TРО определяли в процентах по формуле 

  TРО = (VК – VЭ)/VК × 100,

где VК – средний объем опухоли в контрольной 
группе, мм3; VЭ – в экспериментальной группе 
(введение хлонизола), мм3.

ИРО определяли в процентах по формуле

  ИРО = SЭ /SК × 100,

где SЭ – площадь под кинетической кривой роста 
опухоли в экспериментальной группе (введе-
ние хлонизола) животных; SК – в контрольной 
группе. 

Для измерения площади под кинетической кри-
вой роста опухоли использовали метод трапеций 
[8]. ИРО % является интегральным критерием 
активности препарата, учитывающим не только 
выраженность, но и устойчивость проявления 
противоопухолевого эффекта во времени.

Результаты экспериментов обрабатывали ста-
тистически с использованием программ Statgraph 
(GraphPad Prism, версия 8,0). Суммированные 
данные в сравниваемых парах животных рассчиты-
вали как среднее и стандартную ошибку среднего 
(SEM). Различия в группах оценивали с помощью 
теста Уилкоксона–Манна–Уитни. Различия счита-
лись статистически значимыми при p<0,05.

Результаты
У всех контрольных мышей (в каждой паре) 

объем опухолей молочной железы значительно уве-
личивался, прогрессируя с ростом продолжитель-
ности наблюдения – с 1-го по 31-й день (табл. 1). 
Напротив, у большинства мышей, получивших 
хлонизол, размер опухоли либо не изменился по 
сравнению с исходным уровнем в 1-е сут, либо 
уменьшился и только у некоторых незначительно 
увеличился. При учете средних значений инги-
бирование опухолевого роста (ТРО), вызванное 
хлонизолом, достигало в разные сроки наблюдения 
90–97 % (р<0,0001). 

Площадь (S) под кинетической кривой роста 
опухоли у всех мышей, получивших хлонизол, 
была значительно меньше, чем у контрольных 
животных (в среднем в 13,6 раза, р<0,0001). Общий 
показатель ИРО при применении хлонизола со-
ставил 9,0 % по сравнению со 100,0 % в контроле 
(р<0,0001), что свидетельствует о выраженном 
противоопухолевом действии этого соединения 
в отношении спонтанных HER2-пложительных 
опухолей молочных желез (табл. 2).

Обсуждение
В работе использована проспективная схема 

экспериментов с подбором сопоставимых пар 
животных-опухоленосителей для установления 
терапевтической активности хлонизола. Получен-
ные результаты свидетельствуют о выраженном 
противоопухолевом действии хлонизола на рост 
спонтанного HER2-положительного РМЖ у мы-
шей. Ранее нами было показано, что хлонизол мо-
жет ингибировать рост различных перевиваемых 
опухолей: лейкемию Р388, меланому В16, эпи-
дермоидный рак легкого Льюис, карциносаркому 
Уокера [1, 2]. 

Целесообразно сравнить терапевтическую 
активность хлонизола с известным препаратом 
ломустином, который был изучен нами на HER2-
позитивных опухолях молочной железы у мышей, 
но после их трансплантации [9]. Ломустин являет-
ся одним из препаратов, применяемых у больных с 
метастазами в головной мозг [10, 11]. Важно, что 
ломустин (CCNU; N-(2-хлорэтил)-N’-циклогексил-
N-нитрозомочевина), как и хлонизол, относится 
к соединениям из класса нитроалкилзомочевин с 
алкилирующим механизмом действия [12]. 

В наших экспериментах [9] ломустин (50 мг/кг) 
тормозил рост трансплантированных в/м HER2+ 
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Таблица 1/table 1

Влияние хлонизола на рост спонтанных опухолей молочной железы у 

HeR-2/neu трансгенных мышей

effect of chlonisol on the growth of spontaneous mammary tumors in HeR-2/neu transgenic mice

Групповые пары мышей (№/воздействие)/ 
Group pairs of mice (No/exposure)

Объем опухолей, мм3/Volume of tumors, mm3

Дни от начала лечения/Days from the start of treatment

1* 11 21 31

1 Контроль (n=1)/Control (n=1) 6 287 1208 2773
Хлонизол (n=1)/Chlonisol (n=1) 6 0 6 18

2 Контроль (n=1)/Control (n=1) 6 98 259 1377
Хлонизол (n=1)/Chlonisol (n=1) 6 0 18 166

3 Контроль (n=1)/Control (n=1) 18 285 675 726
Хлонизол (n=1)/Chlonisol (n=1) 18 0 0 6

4 Контроль (n=1)/Control (n=1) 40 664 1340 1974
Хлонизол (n=1)/Chlonisol (n=1) 40 0 0 6

5 Контроль (n=1)/ Control (n=1) 40 93 680 583
Хлонизол (n=1)/Chlonisol (n=1) 40 0 0 18

6 Контроль (n=1)/Control (n=1) 40 121 434 824
Хлонизол (n=1)/Chlonisol (n=1) 40 6 6 40

7 Контроль (n=1)/Control (n=1) 75 166 510 1223
Хлонизол (n=1)/Chlonisol (n=1) 75 8 40 405

8 Контроль (n=1)/Control (n=1) 126 416 1210 1690
Хлонизол (n=1)/Chlonisol (n=1) 126 0 6 115

9 Контроль (n=1)/Control (n=1) 121 434 824 2248
Хлонизол (n=1)/Chlonisol (n=1) 126 0 6 48

10 Контроль (n=1)/Control (n=1) 139 308 538 1179
Хлонизол (n=1)/Chlonisol (n=1) 144 75 144 600

Контроль (n=10)/ Control (n=10) 61,1 ± 16,1** 287,2 ± 57,4** 767,8 ± 116,7** 1459,7 ± 224,0**

Хлонизол, 20 mg/kg (n=10)/ 
Chlonisol, 20 mg/kg (n=10)

62,1 ± 15,6**
–

р=0,9279

8,9 ± 7,4**
97 %***
р<0,0001

22,6 ± 14,0**
97 %***
р<0,0001

142,2 ± 63,9**
90 %***
р<0,0001

Примечания: * – день введения хлонизола (20 мг/кг); ** – суммированные результаты в группах; *** – ТРО %  (торможение роста опухоли в 
%); р – достоверность к контролю.

Note: * – day of administration of chlonisol (20 mg/kg); ** – summarized results in groups; *** – ITG % (inhibition of tumor growth in %);                     
p-value – statistical significance.

РМЖ: TРО составляло 52–96 % (р<0,0001), а ИРО 
не превышал 33 % (при 100 % в контроле). После 
интракраниальной трансплантации HER2+ РМЖ 
применение ломустина увеличивало медиану 
продолжительности жизни животных на 43 % 
(p<0,001) [9]. Таким образом, противоопухолевая 
активность ломустина в экспериментах с транс-
плантируемым HER2-позитивным РМЖ у мышей 
была сопоставима с таковой при испытании хлони-
зола на рост спонтанных опухолей этого типа.

Мы не встретили данных по изучению других 
противоопухолевых препаратов на рост HER2+ 
РМЖ у трансгенных мышей. Однако известны пре-
параты (ресвератрол, пептид эпиталон, метформин, 
мелатонин и другие) с различным механизмом дей-
ствия (антиоксидантным, противовоспалительным 
и иммуномодулирующим эффектом, нормализую-
щим гомеостаз и др.), которые способны тормозить 
риск возникновения и развития опухолей, т.е. 

влиять на спонтанный канцерогенез [7, 13–15]. 
Однако они относятся к химиопрофилактике рака 
[16]. Формально они не могут сравниваться, по-
скольку химиотерапия рака – это ингибирующее 
действие противоопухолевых препаратов на рост 
уже развившихся опухолей, в большинстве случаев 
в результате цитостатического и цитотоксического 
эффекта на опухолевые клетки.

Заключение 
Хлонизол проявляет высокую ингибирующую 

активность на рост спонтанного HER2+ РМЖ 
у трансгенных мышей, хотя это соединение не 
является таргетным препаратом. Возможно, он 
окажется эффективным в качестве дополнитель-
ного препарата (например, для терапии ЦНС 
метастазов), но не может рассматриваться альтер-
нативой в сравнении с современными таргетными 
анти-HER2-блокаторами, в частности, с создан-
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Таблица 2/table 2

Влияние хлонизола на рост спонтанных опухолей молочных желез у HeR2/neu трансгенных мышей 
при оценке эффекта по площади под кинетической кривой роста опухолей (s) и индексу роста 

опухолей (ИРО)

effect of chlonisol on the growth of spontaneous mammary tumors in HeR2/neu transgenic mice as evalu-
ated by the area under the tumor growth kinetic curve (s) and tumor growth index (tgi)

Групповые пары мышей (№/воздействие)/
Group couples mice (No/impact) S SК/SЭ

ИРО (SЭ/SК)/ 
TGI (S E/SK)

1 Контроль/Control n=1) 28845 160,2 100,0 %
Хлонизол/Chlonisol (n=1) 180180 – 0,60 %

2 Контроль/Control (n=1) 10485 – 100,0 %
Хлонизол/Chlonisol (n=1) 1040 10,4 9,9 %

3 Контроль/Control (n=1) 13320 – 100,0 %
Хлонизол/Chlonisol (n=1) 120 111,0 0,9 %

4 Контроль/Control (n=1) 30110 – 100,0 %
Хлонизол/Chlonisol (n=1) 230 130.9 0,8 %

5 Контроль/Control (n=1) 10845 – 100,0 %
Хлонизол/Chlonisol (n=1) 290 37,4 2,7 %

6 Контроль/Control (n=1) 9970 – 100,0 %
Хлонизол/Chlonisol (n=1) 520 19,2 5,3 %

7
Контроль/Control (n=1) 13250 – 100,0 %
Хлонизол/Chlonisol (n=1) 2880 4,6 21,7 %

8 Контроль/Control (n=1) 25340 – 100,0 %
Хлонизол/Chlonisol (n=1) 1265 20,0 5,0 %

9 Контроль/Control (n=1) 24425 – 100,0 %
Хлонизол/Chlonisol (n=1) 930 26,3 3,8 %

10 Контроль/Control (n=1) 15050 – 100,0 %
Хлонизол/Chlonisol (n=1) 5910 2,6 39,3 %

Контроль (n=10)/ Control (n=10) 18164 ± 2548* – 100,0 %
Хлонизол, 20 mg/kg (n=10)/ 
Chlonisol, 20 mg/kg (n=10)

1337 ± 571*
р<0,0001 13,6 9,0 %

Примечания: SК и SЭ – площадь под кинетической кривой роста опухолей в контрольной и экспериментальной (введение хлонизола) 
группах; * – суммированные средние значения S; р – достоверность к контролю.

Note: SС and SE – the area under the kinetic curve of tumor growth in the control and experimental (Chlonisol administration) groups;                                 
* – the summarized average values of S; p-value – statistical significance.

ными с использованием моноклональных антител 
(трастузумаб и пертузумаб), а также конъюгатов 
антитело-лекарственное средство (трастузумаб 
эмтанзин) и ингибиторов тирозинкиназы (лапа-
тиниб). Хлонизол обладает широким спектром 
противоопухолевой активности с учетом ранее 

полученных результатов на других стандартных 
перевиваемых опухолях. Целесообразно про-
ведение дальнейших доклинических испытаний 
для его продвижения в качестве потенциального 
противоракового препарата.
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