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Бор-нейтронозахватная терапия (БНЗТ) — это 
бинарный метод лучевой терапии рака, осно-
ванный на взаимодействии нерадиоактивного 
изотопа 10В и теплового нейтрона. Поглощение 
нейтрона бором приводит к ядерной реакции 
10B(n,α)7Li [1], и выделение 84% энергии в ре-
зультате данной реакции ограничивается разме-
ром одной клетки. Таким образом, селективное 
накопление бора-10 внутри клеток опухоли и 
последующее облучение нейтронами должно 
приводить к разрушению клеток опухо ли с от-
носительно малыми повреждениями окружаю-
щих здоровых клеток. Несмотря на многообе-
щающие результаты клинических исследова-
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ний БНЗТ, существует ряд ограничений для 
широкого использования данной технологии 
в клинической практике [2,3]. Достижение оп-
тимальных концентраций бора в опухолевых 
клетках, нормальных тканях и крови является 
важнейшей задачей БНЗТ [3,4]. В настоящее 
время, несмотря на разработку новых препа-
ратов адресной доставки бора, в клинических 
испытаниях используются только препараты 
бора 2-го поколения, такие как борфенилаланин 
и борокаптат натрия [5,6].

Использование лития вместо бора может 
стать новым, перспективным вектором развития 
нейтронозахватной терапии. Литий обладает 
рядом физических характеристик, которые мо-
гут обеспечить большое сечение поглощения 
тепловых нейтронов (940 барн) [1] и 100% ло-
кальное энерговыделение внутри клетки за счёт 
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высокой линейной передачи энергии продуктов 
реакции. Использование большинства изотопов 
с сечением поглощения тепловых нейтронов 
более 500 барн (таких как 113Cd, 135Xe, 149Sm, 
151Eu, Gd и некоторых других), в отличие от 
лития, приведёт к (n,γ)-реакции и отсутствию 
локальности выделения энергии.

В настоящее время для лечения биполярных 
расстройств широко используются соли лития, 

в частности лития карбонат (ЛК) [7,8]. При 
приёме препаратов лития высока вероятность 
развития побочных эффектов (нефротоксич-
ность) [9].

Целью данной работы являлась оценка экс-
прессии белков-маркеров острого повреждения 
почек при введении высоких доз ЛК для опре-
деления возможности использования лития в 
нейтронозахватной терапии.

Рис. 1. Иммуногистохимическое окрашивание срезов почки на маркер острого повреждения Kim1 через 15, 30, 
90, 180 мин и 7 сут после перорального введения ЛК (в дозах 300 и 400 мг/кг), ×400.
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МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ 

В исследовании использовали клеточную куль-
туру меланомы кожи мыши B16, полученную 
в Институте цитологии и генетики СО РАН, 
и мышей-самцов линии C57BL/6 массой 20-
22 г в возрасте 10-12 нед. Для моделирования 
опухо левого процесса животным имплантиро-
вали клетки (106) меланомы кожи мыши B16 
подкож но в паховую область, после чего жи-
вотных распределяли на группы (контрольную 
и 10 экс периментальных, n=5 в каждой группе) 
в зависимости от вводимой дозы ЛК (300 или 
400 мг/кг) и срока забора материала (15, 30, 90, 
180 мин и 7 сут). ЛК вводили per os, в 30 мкл 
физиологического раствора NaCl однократно. 
Животных выводили из эксперимента методом 
краниоцервикальной дислокации и проводи-
ли отбор материала (почки) для исследования. 
Проведение исследования было одобрено эти-
ческим комитетом НИИКЭЛ — филиал ИЦиГ 
СО РАН (Протокол № 156 от 27 февраля 2020 г.).

Рис. 2. Оценка результатов иммуногистохимического окрашивания срезов почки на маркеры острого повреждения 
Kim1 (а, б) и NGAL (в, г) после перорального введения ЛК в дозах 300 мг/кг (а, в) и 400 мг/кг (б, г).
*p<0.05, **p<0.0005 по сравнению с контролем.

Для иммуногистохимического исследова-
ния парафиновые срезы почки депарафиниро-
вали в серии спиртов понижающей концентра-
ции, регидратировали и подвергали процедуре 
раскрытия антигена в микроволновой печи в 
растворе цитратного буфера рН 6.0. После бло-
кировки неспецифического связывания срезы 
гибридизовали с первичными кроличьими поли-
клональными антителами к NGAL (Cloud-clone 
corp.) и к Kim1 (Cloud-clone corp.) в тече ние 
ночи при 4ºС и далее с соответствующими вто-
ричными поликлональными антителами козла к 
IgG кролика (Abcam), конъюгированны ми с пе-
роксидазой хрена, в течение 1 ч при 25ºС. После 
гибридизации срезы отмывали, контрастировали 
раствором гематоксилина, дегидратировали и 
заключали в монтирующую среду. Изображения 
получали на микроскопе AxioScope.A1 (Zeiss) с 
использованием CCD камеры Axiocam 512 color 
(Zeiss) и программного обеспечения ZEN 2.3 
(Zeiss) ЦКП микроскопического анализа био-
логических объектов СО РАН.
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Рис. 3. Иммуногистохимическое окрашивание срезов почки на маркер острого повреждения NGAL через 15, 
30, 90, 180 мин и 7 сут после перорального введения ЛК (в дозах 300 и 400 мг/кг), ×400.

Морфометрию цифровых изображений (10-
15 полей зрения/группа), полученных в резуль-
тате иммуногистохимического окрашива ния, 
проводили с помощью программного обеспече-
ния ImageJ (NIH). Окрашенные срезы почки 
оценивали с помощью иммунореактивной шка-
лы, как описано ранее [10]. Интенсивность и про-
цент положительного окрашивания цитоплаз-
мы оценивали по балльной системе. Площадь 
окрашивания: 0 (<1%), 1 (1-25%), 2 (>25-50%), 

3 (>50-75%) или 4 (>75%) балла. Интенсивность 
окрашивания: 0 (отсутствие окрашивания), 1 
(слабое), 2 (умеренное) или 3 (сильное) балла. 
Суммарный балл экспрессии Kim1 и NGAL 
рассчитывали по формуле: площадь×интенсив-
ность окрашивания.

Статистическую обработку полученных 
ре зультатов проводили в программах Microsoft 
Excel (Microsoft Corp.) и Statistica 6.0 (Stat-
Soft, Inc.). Вычисляли среднее значение (М) и 
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стандартное отклонение (SD). Достоверность 
разли чий между исследуемыми параметрами 
определяли с использованием U критерия Ман-
на—Уитни (непараметрическая статистика) при 
уровне достоверности 95% (p<0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для оценки острого повреждения почек после 
введения высоких доз ЛК использовали мар-
керы Kim1 (Kidney injury molecule 1) и NGAL 
(Neutrophil gelatinase-associated lipocalin). Kim1 
экспрессируется эпителиоцитами канальцев 
почки при повреждении и является биомарке-
ром нефротоксичности [11,12]. Результаты им-
муногистохимического окрашивания срезов 
почки в исследуемых группах на маркер Kim1 
представлены на рисунке 1. Достоверных раз-
личий в уровнях экспрессии данного белка при 
введении ЛК в дозе 300 мг/кг по сравнению с 
контролем выявлено не было (рис. 2, а), одна-
ко отмечалось его повышение в 1.7 раза че-
рез 30 мин после введения ЛК в дозе 400 мг/кг 
(рис. 2, б). На более поздних сроках экспери-
мента уровни экспрессии Kim1 соответствовали 
показателям в контрольной группе.

Белок NGAL — представитель суперсе-
мейства липокалинов — в настоящее время 
рассматривается как наиболее ранний маркер 
острого повреждения почек [12]. Результаты 
иммуногистохимического окрашивания сре-
зов почки на маркер NGAL представлены на 
рисунке 3. Уровень экспрессии данного белка 
при введении ЛК в дозе 300 мг/кг достоверно 
не отличался от такового в контроле (рис. 2,  в), 
при этом повышался в 3 раза через 30 мин и сох-
ранялся повышенным в 1.4 раза через 90 мин 
после введения ЛК в дозе 400 мг/кг (рис. 2, г). На 
более поздних сроках эксперимента (180 мин и 
7 сут) уровни экспрессии NGAL соответствова-
ли показателям в контрольной группе.

Согласно данным литературы, соли лития 
относятся к препаратам с узким терапевтичес-
ким окном, относительно безопасная доза лития 
при пероральном приёме для человека состав-
ляет от 450 до 1300 мг/сут [13]. Период полу-
выведения лития — примерно 24 ч, достижение 
пиковых концентраций у человека происходит в 
диапазоне 1-3 ч после перорального приёма [7].

Почки являются основным органом выве-
дения лития, данный процесс отличается значи-
тельной вариабельностью и зависит от возраста, 
массы тела и функции почек [13]. Среди наибо-
лее распространённых и хорошо охарактери-
зованных побочных эффектов терапии литием 

считается повреждение почек, приводящее к 
развитию так называемой литийиндуцирован-
ной нефропатии.

Таким образом, несмотря на выявленное 
повышение экспрессии белков-маркеров остро-
го повреждения почек Kim1 и NGAL у мышей, 
получавших литий в дозе 400 мг/кг, через 30 и 
90 мин, через 7 сут после приёма препарата от-
мечалось её снижение до значений контрольной 
группы. Учитывая полученные данные, а так-
же отсутствие сведений о влиянии различных 
схем приёма препаратов лития (количество доз 
в сутки) на частоту развития почечной недоста-
точности [14], можно предположить, что одно-
кратное введение ЛК в дозах 300 и 400 мг/кг для 
проведения литий-нейтронозахватной терапии 
существенно не повлияет на функцию почек.

Работа выполнена при поддержке РНФ 
(проект № No. 19-72-30005).
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