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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

РЕФЕРАТ Поиск оптимальной комбинации лекарственных препаратов для эффективного ингибирова-
ния роста опухолевых клеток – крайне актуальная задача сейчас, когда таких препаратов становится 
все больше. Существует несколько подходов к определению характера взаимодействия препаратов, 
позволяющих установить, является ли оно аддитивным, синергическим или антагонистическим. Здесь 
описан один из таких подходов и показано, как количественно измерить степень взаимодействия двух 
препаратов. Показано, что сыворотка периферической крови человека и EGF модулируют активность 
HER2-таргетных препаратов в ингибировании пролиферации HER2-положительных линий клеток 
BT474 и SK-BR-3. Проведено сравнение влияния образцов сыворотки крови пациентов с раком молоч-
ной железы (РМЖ) и здоровых доноров на действие трастузумаба. Предложенный метод позволяет 
рассчитать индекс взаимодействия препаратов (CI, Combination Index). Среднее значение CI, рассчитан-
ное для 17 образцов сыворотки здоровых доноров, составило 0.396, тогда как у 19 образцов сыворотки 
пациентов с РМЖ среднее значение CI оказалось равным 0.214. Эти результаты свидетельствуют о си-
нергическом взаимодействии трастузумаба с сывороткой крови в обеих группах. Обнаружены значимые 
различия в величинах CI между группами здоровых доноров и пациентов с РМЖ: образцы сыворотки 
крови пациентов усиливали действие трастузумаба в большей степени.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА таргетная терапия, HER2, рак молочной железы, сыворотка крови человека, трасту-
зумаб, лапатиниб.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ РМЖ – рак молочной железы; EGF – эпидермальный фактор роста; CI – индекс 
взаимодействия препаратов; CS – выживаемость клеток.
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ВВЕДЕНИЕ

Теоретические основы и математические подходы 
к описанию результатов экспериментов

1. Уравнение Хилла. Еще в XIX веке был сформу-
лирован закон действующих масс, который нашел 

широкое применение в энзимологии, фармакологии, 
токсикологии, эпидемиологии, социофизике и др. 
[1, 2]. Опираясь на этот закон в исследовании кисло-
родтранспортной функции крови, Г. Гюфнер (1890) 
предложил первое уравнение оксигенации гемогло-
бина [3]. В энзимологии Л. Михаэлис и М. Ментен 
(1913) сформулировали основное уравнение фер-



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 18 № 1 (68) 2026 | ACTA NATURAE | 47

ментативной кинетики [4], а в физике И. Ленгмюр 
(1916) представил аналогичное уравнение мономоле-
кулярной адсорбции [5]. Эти уравнения могут быть 
приведены к общему виду:

                           y
y

kx
1−

= ,� (1)

или иначе:

                             y x
k x

=
+−1

,� (2)

где k – константа равновесия реакции.
Следует заметить, что k−1 – константа, имеющая 

различные буквенные обозначения в соответствую-
щих уравнениях в разных областях исследований. 
k−1 – это такое значение аргумента x, при кото-
ром y принимает значение ½ (y = 1 − y, y = 0.5, 
при x = k−1).

Анализ кривых диссоциации оксигемоглобина по-
казал, что уравнение Г. Гюфнера не может удов-
летворительно описать данные эксперимента, тогда 
А. Хилл (1910) предложил эмпирическое уравнение 
вида [6]:
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Это уравнение также можно переписать в виде:
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Как следует из (1) и (2), уравнение Хилла свя-
зано с законом действующих масс, где показатель 
степени m формально указывает на порядок реак-
ции. Однако в описании экспериментальных данных 
этот параметр принимает нецелочисленные значе-
ния [6–8]. В дальнейшем такое несоответствие ста-
ли объяснять, вводя представление о коэффициенте 
кооперативности, который связывает число взаимо-
действующих субъединиц и степень их согласован-
ности при взаимодействии лигандов с макромолеку-
лой белка [9].

Важным достоинством уравнения Хилла мож-
но считать простоту вычисления его параметров 
из экспериментальных данных. Это позволило при-
менить данное уравнение к решению широкого кру-
га задач: от описания процесса оксигенации и фер-
ментативной кинетики (путем уточнения уравнения 
Михаэлиса–Ментен) к исследованиям зависимостей 
типа «доза–эффект» в фармакологии [10–13].

2. Уравнение медианного эффекта Чоу. Уравнение 
Хилла успешно применяется в фармакокинетике 
и фармакодинамике [14, 15]. Зависимость «доза–эф-
фект» хорошо описывается этим уравнением. В этом 

случае x – это концентрация или доза действую-
щего вещества D (препарата, субстрата, агониста, 
ингибитора, токсина, яда, лекарственного вещества 
и т.д.), k−1 – это полумаксимальная (медианная) эф-
фективная концентрация (EC50), полумаксимальная 
концентрация ингибирования (IC50) или эффектив-
ная (полуэффективная) доза (ED50) [16, 17].

В дальнейшем Чоу и Талалай систематизирова-
ли соотношения, несущие в своей основе закон дей-
ствующих масс (Гендерсона–Хассельбаха, Хилла, 
Михаэлиса–Ментен, Скэтчарда), получив унифи-
цированную форму записи соотношений, известную 
как уравнение медианного эффекта [18–20]. В этом 
уравнении x = D, k−1 обозначается как Dm (median 
effect dose) – доза (концентрация), вызывающая ме-
дианный эффект, y = fa (fraction affected) – доля 
(мишеней), затронутая воздействием препарата, 
1 − y = fu (fraction unaffected) – доля, не затрону-
тая воздействием препарата, а m – параметр, ха-
рактеризующий форму кривой «доза–эффект».

Уравнение Хилла (3) и (4) можно привести к виду 
уравнения медианного эффекта, представляя его 
через отношение fa к fu (5) и вычисляя D (6) и fa (7):
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и далее логарифмировать к равенству:

       log log log log logf
f

f f m D m Da

u
a u m

⎛

⎝
⎜

⎞

⎠
⎟ = − = − .� (8)

Следовательно:
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3. Аддитивная модель в анализе сочетанного дей-
ствия препаратов. Концепция исследования синер-
гического или антагонистического взаимодействия 
двух препаратов построена на идее сопоставления 
эффекта при их совместном действии f (x)1,2 и суммы 
эффектов этих препаратов, действующих по отдель-
ности f (x)1 и f (x)2, т.е. на аддитивной модели вида:

                    f x f x f x( ) = ( ) + ( )1 2 1 2, .� (10)

Уравнение (10) может быть представлено для ад-
дитивной модели в виде следующего отношения:
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Принимая во внимание, что химическая реакция 
имеет соответствующий порядок m (5) и (6), тогда:
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Отклонение от аддитивности при сочетанном воз-
действии химических агентов может быть оценено 
как относительно их концентрации (дозы), так и вы-
зываемого ими эффекта, что отражено в рекоменда-
циях так называемого «Саарисельского соглашения» 
[21]. В первом случае оценивается изменение степе-
ни выраженности эффекта (аддитивность эффектов, 
независимость Блисса) относительно аддитивной 
модели [22], а во втором – изменения дозы (адди-
тивность доз, аддитивность Лёве) [23]. Последний 
вариант более практичен в фармакологии и токси-
кологии, так как позволяет в случае обнаружения 
синергизма рассчитать коэффициент снижения кон-
центрации действующих веществ при сохранении 
исходного эффекта. Это особенно актуально по от-
ношению к фармпрепаратам, имеющим выраженное 
побочное действие.

Количественной мерой взаимодействия пре-
паратов является комбинационный индекс CI 
(Combination Index) [14]:
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где D1 и D2 – концентрации препаратов 1 и 2, ко-
торые используются совместно и при которых до-
стигается степень воздействия y = fa, (Dy)1 и (Dy)2 – 
концентрации каждого из препаратов 1 и 2, которые 
по отдельности приводят к той же степени воздей-
ствия y = fa.

Значение CI = 1 указывает на аддитивность, 
< 1 – на синергизм и > 1 – на антагонизм соответ-
ственно.

Значения величин (Dy)1, (Dy)2 для соответству-
ющего y = fa могут быть получены как непосред-
ственно из эксперимента, так и теоретически – ап-
проксимацией по уравнению (6), исходя из наборов 
экспериментальных данных «доза–эффект».

DRI1 = (Dy)1 ∕ D1, это Dose Reduction Index: индекс 
уменьшения дозы препарата 1 в присутствии пре-
парата 2, важная мера влияния препарата 2 на дей-
ствие препарата 1.

В этих терминах [14]:

                  CI
DRI DRI

= +1 1
1 2

.	 (14)

Эти основные принципы применили для исследо-
вания действия таргетного противоопухолевого пре-
парата на рост HER2-позитивных клеток, имеющих 
опухолевое происхождение, а также для оценки 
влияния факторов роста и сыворотки крови чело-
века на эффективность препарата. Мы исследовали 
это влияние на действие препарата на 17 образцах 
сыворотки здоровых доноров и 19 образцах сыво-
ротки пациентов с РМЖ и вычислили CI для каж-
дого образца. Эти измерения свидетельствуют 
о синергическом взаимодействии препарата с сыво-
роткой крови.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Клетки BT474 культивировали при 37°C и 5% 
CO2 в среде RPMI-1640 («ПанЭко», Россия) с 10–
15% FBS (Biosera, Франция) и 2 мM L-глутамина, 
4.5 г/л глюкозы, 1% пенициллин-стрептомици-
на и 10 нг/мл инсулина. Клетки SK-BR-3 культи-
вировали при 37°C и 5% CO2 в среде RPMI-1640 
(«ПанЭко») с добавлением 10% FBS (Biosera) и 2 мM 
L-глутамина, 4.5 г/л глюкозы, 1% пенициллин-стреп-
томицина. В экспериментах использовали: трастузу-
маб (Roche, Швейцария), лапатиниб (Sigma-Aldridge, 
США), EGF (SciStore, Россия).

В опыте по подсчету числа клеток SK-BR-3 в лун-
ку 24-луночного планшета (1.86 см2) вносили 500 мкл 
суспензии, содержащей 11000 клеток/мл, на при этом 
плотность клеток составляет 3000/см2 [24].

В опыте по определению клоногенности клеток 
BT474 клетки высевали в концентрации 800 кле-
ток/мл, по 2 мл на лунку 6-луночного планше-
та (9.026 см2), при этом плотность клеток равна 
174 клетки/см2 [25].

Препараты добавляли к клеткам через 16–24 ч 
после посева.

Планшеты с равным количеством высеянных кле-
ток инкубировали в течение 24 ч перед обработкой 
EGF HER2-таргетными препаратами или образцами 
сыворотки крови человека. После 21 дня инкуба-
ции образовывались колонии клеток BT474. Среду 
удаляли, клетки фиксировали 4% формальдегидом 
в течение 10 мин, окрашивали 0.5% кристалли-
ческим фиолетовым в 60% метаноле и 0.2 × PBS 
в течение 15 мин и промывали водой. Колонии, со-
держащие более 50 клеток, обнаруживали и под-
считывали с помощью программного обеспечения 
openCFU [26]. Выживаемость (CS) рассчитывали 
как отношение числа колоний в лунке, содержащей 
препарат, к числу колоний в лунке без препарата. 
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Все эксперименты проводили как минимум в трех 
независимых повторах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В клинической практике противоопухолевые пре-
параты обычно используют не в виде монотерапии, 
а как комбинацию нескольких препаратов. Поэтому 
важно определить, будет ли заданная комбинация 
препаратов более эффективной, чем использование 
препаратов по отдельности. Это можно протестиро-
вать с использованием линий клеток, имеющих опу-
холевое происхождение.

Часть 1. Измерение взаимодействия двух 
препаратов при ингибировании пролиферации 
клеток 

План исследования. Для оценки взаимодействия 
двух препаратов сначала измеряют параметры дей-
ствия препаратов по отдельности, т.e. вычисляют 
параметры IC50 и m для каждого препарата, а далее 
измеряют влияние комбинации препаратов на ско-
рость роста клеток и вычисляют CI.

Таким образом, алгоритм для вычисления СI вы-
глядит следующим образом:

1.1. Необходимо оценить IC50 и m для каждого 
из препаратов. Для этого нужно:

1) Инкубировать клетки в присутствии препара-
та в двух или более концентрациях и без препарата 
в течение нескольких дней; подсчитать число кле-
ток (колоний); вычислить величину выживаемости:

CS = (число клеток после роста  
в присутствии препарата − bkg) ∕  

(число клеток после роста без препарата − bkg), 

где bkg – число клеток в момент добавления пре-
парата.

Так измеряют выживаемость клеток, CS, при кон-
центрации препарата D.

2) Рассчитать логарифм 1 ∕ CS − 1, а также лога-
рифм концентрации препарата (D).

3) Подставить величины в линеаризованное урав-
нение (8), откуда могут быть вычислены m и IC50:

          log log log1 1 50CS
m D m IC−⎛

⎝⎜
⎞
⎠⎟

= − ,� (15)

где IC50 − медианная концентрация препарата, 
при которой выживаемость клеток (или клоноген-
ность) составляет 50%, m – это коэффициент, от-
ражающий характер зависимости роста клеток 
от концентрации препарата.

Вычислить m по формуле:

          m
CS CS

D D
=

−( ) − −( )
−

log log
log log

1 1 1 12 1

2 1
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где СS1, CS2 – значения выживаемости при концен-
трациях препарата D1, D2.

Вычислить IC50 по формуле:

                   IC D
CS m50 11 1

=
−( )

.� (17)

Примечание: формула (17) даст одинаковый ре-
зультат для IC50 при подстановке D1, CS1 и D2, CS2.

Для расчетов с большим числом концентраций 
препарата нами был создан файл Excel (см. до-
полнительные материалы Hill Drug Analyzer (Лист 
Chou-Talalay) (Приложение). Если измерений мало 
(2−4), то значения m и Dm можно вычислить также 
при помощи модели линейной регрессии (функция 
НАКЛОН) в том же файле Excel (Лист IC).

Зная параметры IC50 и m, можно рассчитать за-
висимость «доза−эффект»:

                  CS
D IC m=

+ ( )
1

1 50

.	 (18)

1.2. Оценить степень взаимодействия двух пре-
паратов.

Численной оценкой взаимодействия препаратов, 
определяющей, является ли их взаимное действие 
аддитивным, синергическим или антагонистическим, 
служит параметр CI.

Для вычисления CI необходимо:
1) Измерить выживаемость клеток в присутствии 

двух препаратов. В этом опыте контролем служит 
действие препаратов по отдельности. Пусть концен-
трация препарата А = D_Areal, концентрация пре-
парата В = D_Breal. Для этих условий следует изме-
рить выживаемость клеток CS, т.е. отношение числа 
клеток (колоний) к числу клеток (колоний), вырос-
ших без препарата.

2) После того как выживаемость (CS) клеток 
в присутствии двух препаратов (в концентрациях 
D_Areal и D_Breal) измерена, по формуле (18) следу-
ет вычислить, какой должна быть теоретическая 
концентрация препарата А, D_Atheor, чтобы выжива-
емость была равна этому же значению CS в присут-
ствии только одного препарата А.

              D
CS

IC
m

_A _Atheor

_A

= −⎛
⎝⎜

⎞
⎠⎟

1 1
1

50 .� (19)

Аналогично вычисляется D_Btheor:

              D
CS

IC
m

_B _Btheor

_B

= −⎛
⎝⎜

⎞
⎠⎟

1 1
1

50 .� (20)
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Расчет параметров IC50_A и IC50_B проводят так, 
как это описано в п. 1.1 по результатам контроля 
с использованием каждого из препаратов по отдель-
ности. Важно, чтобы IC50 измеряли именно в этом 
опыте, тогда как в качестве m_A и m_B можно так-
же использовать параметры, вычисленные в пред-
варительных опытах.

Для расчета степени взаимодействия (CI) оста-
ется подставить полученные величины в формулу:

                  CI
D
D

D
D

= +_A
_A

_B
_B

real

theor

real

theor

.� (21)

Здесь D_Areal и D_Breal – концентрации веществ A 
и B в комбинации.

Так как производить расчет вручную трудно, 
в дополнительных материалах мы создали файл 
Excel, в который достаточно вставить только кон-
центрации D_Areal и D_Breal препаратов и измерен-
ные значения CS.

Заметим, что если один из препаратов (А) слабо 
действует на выживаемость (тогда D_Atheor >> IC50А), 
то CI = IC50 (препарата добавленного в одиноч-
ку) ∕ IC50 (препарата, добавленного вместе с препа-
ратом А).

Это и  объясняет физический смысл CI – 
во сколько раз больше требуется препарата В, если 
ему «мешает» действие препарата А.

В результате имеем: если CI равно 1, то между 
препаратами аддитивное взаимодействие, т.е. они 
действуют независимо друг от друга. Если CI > 1, 
то между препаратами антагонистическое взаимо-
действие, т.е. они мешают друг другу. Если CI < 1, 
то между препаратами синергическое взаимодей-
ствие, т.е. они усиливают действие друг друга.

Часть 2. Взаимодействие лапатиниба и EGF 
при ингибировании пролиферации клеток 
SK-BR-3
Семейство рецепторов HER включает четыре бел-
ка: EGFR (рецептор эпидермального фактора ро-
ста), HER2, HER3 и HER4 [27]. Известно, что ко-
роткие (7–8 кДа) белки, факторы роста способны 
связываться с этими рецепторами и активировать 
их, вызывая пролиферацию клеток [28]. Самым рас-
пространенным является эпидермальный фактор 
роста, EGF.

Рак молочной железы (РМЖ) в 15–20% случа-
ев характеризуется сверхэкспрессией HER2 [29]. 
Для лечения РМЖ такого типа в качестве стандар-
та одобрено применение гуманизированного моно-
клонального антитела трастузумаб [30, 31]. В тера-
пии РМЖ применяют также лапатиниб, таргетный 
препарат, блокирующий активацию как HER2, 
так и EGFR.

Нами оценено действие препаратов трастузу-
маб и лапатиниб на скорость роста сверхэкспрес-
сирующих HER2 (HER2+) клеточных линий РМЖ. 
Использовали линии BT474 (происходит от протоко-
вой карциномы) и SK-BR-3 (происходит от плоско-
клеточного рака). Было измерено взаимодействие 
этих препаратов с EGF и с сывороткой крови че-
ловека.

Изучали влияние лиганда EGF или сыворот-
ки крови человека на таргетные препараты, по-
скольку ранее было показано, что они модулируют 
действие таргетных препаратов на клетки А431 
[32]. Отмечено также, что трастузумаб ингибирует 
пролиферацию HER2+ клеток SK-BR-3 и BT474 
как в отсутствие, так и в присутствии EGF, хотя 
количественные оценки параметров взаимодействия 
препаратов не проведены [33].

Сначала мы исследовали действие лапатиниба 
как единственного препарата. Перед добавлением 
препарата посчитали число клеток в контрольной 
лунке для определения фонового значения. К стан-
дартной среде добавили препарат и после шести 
дней инкубации провели подсчет клеток при не-
скольких концентрациях препарата. Время инку-
бации выбирали эмпирически. Оказалось, что ког-
да клетки SK-BR-3 инкубируют более шести дней, 
то контрольная лунка достигает конфлюентности 
и число клеток далее не увеличивается – и не мо-
жет служить контролем. При инкубации менее ше-
сти дней уменьшается соотношение между числом 
клеток и исходным числом клеток (в день добав-
ления препарата). Это снижение обусловлено тем, 
что многие препараты вызывают остановку роста 
клеток, не приводя к их немедленному отслоению 
и гибели, поэтому соотношение между измеренным 
числом клеток и числом клеток перед добавлением 
препарата растет с течением времени.

После подсчета клеток мы определили

CS = (число клеток после роста в присутствии 
препарата(ов) (сыворотки и т.д.) − bkg) ∕ 

(число клеток после роста без препарата − bkg).

Здесь bkg – число клеток в день добавления пре-
парата. Если CS < 0, то следует считать, что CS = 0, 
в этом случае препарат вызывает отслоение клеток 
от подложки.

На рис. 1 показана зависимость выживаемо-
сти клеток SK-BR-3 от концентрации лапатиниба, 
а также кривые роста, рассчитанные с помощью 
уравнения (18). Видно, что значение m отражает 
крутизну падения выживаемости с ростом концен-
трации. При m = 1 кривая «доза–эффект» описы-
вает реакцию первого порядка, при m < 1 кривая 
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спадает более плавно, а при m > 1 выживаемость 
более резко зависит от концентрации препарата.

Точка, где D = 0, CS = 1, не входит в график 
CS (D). Опыт при D = 0 нужен для нормирования 
(чтобы получить CS, исходя из измеренного числа 
клеток). Поэтому из графика в логарифмической 
шкале следует удалять точку (log(0), 1), чтобы из-
бежать разрыва.

Далее мы провели эксперименты, в которых 
клетки SK-BR-3 обрабатывали совместно EGF и ла-
патинибом и рассчитали параметры взаимодействия 
препаратов (рис. 2). В отсутствие EGF лапатиниб 
эффективно ингибирует рост клеток, что показа-
но на графике в точке со значением концентрации 
EGF, равной 0.

Часть 3. Влияние ошибок измерения 
скорости роста клеток на расчет параметров 
ингибирования IC50 и m
При подсчете числа клеток или колоний погреш-
ность измерения будет не меньше 1/√N , где N – 
число подсчитанных клеток. Например, для по-
грешности 10% следует учесть хотя бы 100 клеток. 
Погрешность вычисления IC50 не равна погрешности 
эксперимента.

Из уравнения (6) мы получили формулы для по-
грешности вычисления IC50 и m:

   
Δ( ) =

−( ) + −( )Δ( ) −( ) −( )
IC

Δ CS( )
CS m CS CS m CS CS D50 21 1 1 1 1 1 1log log_ _ DD_2( )( )

Δ ( ) =
−( ) + −( )Δ( ) −( ) −( )

IC
Δ CS( )

CS m CS CS m CS CS D50 21 1 1 1 1 1 1log log_ _ DD_2( )( )
.� (22)

Зависимость точности определения IC50 от CS по-
казана на рис. 3. Для m = 2 точность определения 
IC50 равна погрешности измерения CS при СS = 0.5.

При CS между 0.25 и 0.75 точность определе-
ния IC50 равна 10–20% при погрешности измере-
ния CS = 10%. При низких концентрациях препа-
рата, когда CS больше 0.75, точность измерения CS 
уже в 2 раза превосходит погрешность измерения. 
Поэтому измерение при таких низких концентра-
циях препарата бесполезны для определения IC50.

При высоких концентрациях препарата, когда 
CS меньше 0.25, погрешность измерения CS может 
стать высокой, поскольку она > 1/√N; клеток в кон-
троле должно быть достаточно много. Если CS мень-
ше 0.25, то 100 клеток при данном CS для погреш-
ности в 10% соответствует 400 клеткам в контроле.

Точность определения m обычно составляет ½ по-
грешности определения CS.

Рис. 1. Выживаемость (CS) клеток SK-BR-3, инкубиру-
емых с лапатинибом в возрастающих концентрациях 
(0–150 нМ). Зависимость числа клеток от концентра-
ции препарата рассчитывали по трем повторениям, 
нормированным по отношению к условиям без пре-
парата. Приведены средние значения (± стандартные 
отклонения). Также приведены три кривые роста 
клеток (CS) в зависимости от концентрации препарата 
при m = 1, m = 3 и m = 2.2, рассчитанные с помощью 
формулы (18). Последняя величина (m = 2.2), рассчи-
танная по формуле (16), точнее отражает зависимость 
роста клеток от концентрации препарата. Рассчитан-
ный IC

50
 = 28 нМ (формула (17))
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Рис. 2. Выживаемость (CS) клеток SK-BR-3 в присут-
ствии возрастающих концентраций EGF без лапатини-
ба (толстая черная линия) и в присутствии указанных 
концентраций лапатиниба (75, 98, 150 и 220 нМ, тонкие 
линии). Зависимость роста клеток от концентрации 
препарата рассчитывали по результатам трех неза-
висимых экспериментов, нормированным по отноше-
нию к условиям без препаратов. Приведены средние 
значения (± стандартные отклонения). Для EGF рас-
считанные параметры равны IC

50
 = 1.2 нМ, m = 0.6. 

Параметры получены с помощью скрипта 1 из допол-
нительных материалов согласно формулам (16) и (17). 
Параметр CI взаимодействия EGF и лапатиниба рас-
считаны посредством скрипта 2 из дополнительных ма-
териалов согласно формуле (21), значение CI = 26.6, 
что соответствует сильному антагонизму
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Рис. 3. Зависимость ошибки вычисления IC
50

 препарата 
от измеренного отношения числа клеток (колоний) 
в присутствии и в отсутствие препарата (CS). Ошибка 
измерения CS принята за 0.1
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Рис. 4. Выживаемость (CS) клеток BT474 в присут-
ствии трастузумаба в возрастающих концентрациях 
(0–110 нМ). Зависимость числа колоний от концен-
трации препарата рассчитывали по результатам трех 
независимых экспериментов, нормированным по отно-
шению к условиям без препарата. Показаны средние 
значения (± стандартные отклонения). Также приведе-
ны три кривые, отражающие рассчитанную с помощью 
формулы (18) зависимость роста клеток (CS) от кон-
центрации препарата при m = 0.5, m = 2 и m = 0.98. 
Последнюю величину m = 0.98 рассчитывали по фор-
муле (16). Видно, что эта кривая наиболее точно 
отражает зависимость роста клеток от концентрации 
препарата. Рассчитанный IC

50
 = 3.5 нМ (формула (17))
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Рис. 5. Влияние образцов сыворотки крови человека 
на рост клеток BT474. Панель А – клоногенность кле-
ток в среде, содержащей образцы сыворотки крови 
человека (обозначены как 1–7) в концентрации 1.28 
и 2.53 объемных %. Столбцы представляют среднюю 
клоногенность, полученную для каждого образца, нор-
мированную по контрольным условиям (добавлен 1.28 
и 2.53% FBS). Панель Б – параметр m, рассчитанный 
с помощью скрипта 1 из дополнительных материалов 
согласно уравнению (16), для каждого образца сыво-
ротки. Панель В – параметр IC

50
, рассчитанный с помо-

щью скрипта 1 из дополнительных материалов согласно 
уравнению (17). Ошибки вычисления параметров вызва-
ны отклонением экспериментальных данных от средних 
значений и показаны планками погрешностей
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титела трастузумаб на клоногенность клеток BT474. 
Сначала измеряли параметры действия трастузу-
маба на клоногенность в стандартной среде роста 
(рис. 4) и расcчитывали параметры IC50 и m. Из это-
го графика, построенного в полулогарифмической 
шкале, удалена точка (log(0), 1).

Далее измерили влияние образцов сыворотки 
крови человека на клоногенность клеток без тра-
стузумаба (рис. 5), для каждого образца сыворотки 
определяли также параметры IC50 и m.

Часть 4. Влияние сыворотки крови человека 
на действие трастузумаба на клоногенность 
клеток BT474
Мы изучали влияние сыворотки крови человека 
на действие HER2-таргетного моноклонального ан-
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Зная параметры IC50 и m образцов сыворотки 
крови человека и трастузумаба, мы можем опре-
делить, является ли воздействие сыворотки крови 
человека на ингибирование роста клеток трастузу-
мабом аддитивным, синергическим или антагонисти-
ческим. Ранее мы измерили влияние образцов сыво-
ротки крови как здоровых доноров, так и пациентов 
с РМЖ на действие трастузумаба на клетки BT474 
[34]. На основе этих данных с помощью скрипта 2 
из дополнительных материалов были рассчитаны 
согласно формуле (21) значения CI для каждого об-
разца (рис. 6).

Обнаружено, что 15 из 17 образцов здоровых до-
норов оказывают синергический эффект на дей-
ствие трастузумаба на клетки BT474 (CI < 0.65). Все 
19 образцов пациентов с РМЖ оказывали синерги-
ческий эффект на действие трастузумаба на клетки 
BT474 (CI < 0.55).

ВЫВОДЫ
Нами описан алгоритм количественного измерения 
взаимного влияния препаратов, а именно, вычисле-
ния индекса взаимодействия препаратов, CI, а так-
же предложены инструменты его вычисления.

Анализ экспериментальных данных посредством 
предложенного алгоритма показал, что лапатиниб 
ингибирует рост клеток SK-BR-3 с IC50 = 28 нМ, 

m = 2.2; EGF ингибирует рост клеток SK-BR-3 
с IC50 = 1.2 нМ, m = 0.6. Взаимодействие лапатини-
ба и EGF антагонистично, CI = 26.6, таким образом, 
присутствие EGF препятствует действию лапатини-
ба на рост раковых клеток.

Трастузумаб ингибирует рост клеток BT474 
с IC50 = 3.5 нМ, m = 0.98; образцы сыворотки крови 
человека ингибируют рост клеток BT474 с IC50 от 1 
до 6 об %, m от 0.1 до 5 в зависимости от образца.

Сыворотка крови человека усиливает ингиби-
рующее действие трастузумаба на клоногенность 
клеток BT474. Для 17 образцов сыворотки доноров 
среднее значение CI = 0.40, а для 19 образцов сы-
воротки крови пациентов РМЖ среднее CI = 0.21. 
То есть значение СI между группами различается 
в 1.9 раза. Обнаружены существенные вариации 
во влиянии как образцов сыворотки крови разных 
пациентов, так и среди здоровых доноров. 

Работа частично выполнена при финансовой 
поддержке Министерства науки и высшего 

образования РФ в рамках НИОКТР (Госзадания) 
124031500019-8.

Приложения доступны на сайте  
https://doi.org/10.32607/actanaturae.27649
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Рис. 6. Влияние об-
разцов сыворотки 
крови человека 
на действие тра-
стузумаба (3.83 
нМ) на рост клеток 
BT474. Значение CI 
рассчитано с по-
мощью (21) (см. 
скрипт 2 из допол-
нительных мате-
риалов). Колонки 
показывают значе-
ния CI для каждого 
образца сыво-
ротки здоровых 
доноров (панель А) 
и пациентов с РМЖ 
(панель Б). Ошиб-
ки вычисления па-
раметров вызваны 
отклонением экс-
периментальных 
данных от средних 
значений и по-
казаны планками 
погрешностей
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