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Введение
Основными недостатками большинства препа-

ратов, используемых в химиотерапии злокачествен-
ных заболеваний, являются ограниченная избира-
тельность действия и развитие устойчивости к ним 
опухолевых клеток. В связи с этим актуально созда-
ние новых противоопухолевых химиопрепаратов, 
действующих на конкретные биомишени опухолевых 
клеток [1–3]. Поэтому идентификация молекуляр-
ных мишеней и изучение их взаимодействия с иссле-
дуемыми препаратами – важный этап исследования 
перспективных противоопухолевых средств.

В клинических исследованиях за рубежом актив-
но изучаются противоопухолевые свойства произ
водных индолокарбазола, в частности эффективный 
ингибитор протеинкиназы С (РКС) алкалоид стау-
роспорин и его аналоги (энзастаурин, мидостаурин), 
а также близкий к стауроспорину по структуре анти-

биотик ребеккамицин и его водорастворимое произ-
водное бекатекарин, обладающие противоопухолевой 
активностью, связанной с подавлением топоизоме-
разы I. Энзастаурин в сочетании с цитостатическими 
препаратами показал эффективность в лечении не-
мелкоклеточного рака легкого [4]. Отмечена резуль-
тативность комбинаций энзастаурина с темозоломи-
дом у  пациентов с  рецидивом глиобластомы 
и с бевацизумабом при рецидивах злокачественных 
глиом [5, 6]. Оценена эффективность применения 
мидостаурина у пациентов с острым нелимфобласт-
ным лейкозом и острым миелобластным лейкозом, 
а также для лечения устойчивых к иматинибу желу-
дочно-кишечных стромальных опухолей [7–9].

Клинические испытания показали умеренную 
эффективность бекатекарина в терапии рака молоч-
ной железы [10]. Отмечено, что бекатекарин при ле-
чении мелкоклеточного рака легкого менее активен 
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в  сравнении с  существующими препаратами [11]. 
При метастатическом колоректальном раке бекате-
карин оказался практически неэффективным [12]. 
Ингибитор топоизомеразы I эдотекарин проходит 
исследование в комбинации с цисплатином у паци-
ентов с прогрессирующими солидными опухолями 
(рак пищевода, рак желудка) [13].

Результаты клинических исследований различ-
ных производных индолокарбазолов продемонстри-
ровали широкий спектр потенциальных показаний 
к  их  применению, а  также хорошую сочетаемость 
с известными препаратами. В то же время эффектив-
ность производных индолокарбазолов была сопоста-
вимой с существующими препаратами при наличии 
выраженной токсичности, прежде всего гематологи-
ческой. Поэтому установление механизмов гибели 
опухолевых клеток при действии индолокарбазолов 
необходимо для поиска производных этого ряда со-
единений, обладающих оптимальной противоопухо-
левой активностью при минимальной токсичности.

У индолокарбазолов, производных стауроспори-
на и  ребеккамицина, обнаружен широкий спектр 
различных биологических эффектов, включая фун-
гицидное, гипотензивное действие и  способность 
ингибировать протеинкиназы [14]. Из наиболее зна-
чимых воздействий на клетки млекопитающих необ-
ходимо выделить способность индолокарбазолов 
ингибировать ряд протеинкиназ, эукариотические 
ДНК-топоизомеразы и связываться с ДНК.

Следует отметить, что классические киназные ин
гибиторы имеют минимальную молекулярную основу, 
определяющую биологическую активность соедине-
ния, называемого фармакофором, в котором сосед-
ние ароматическая аминогруппа и  ароматический 
азот или кислород карбонильной группы образуют 
пару координированных водородных связей с шар-
нирной областью киназного домена (АТФ-связыва-
ющий участок), имитируя водородные связи молекулы 
АТФ. Стауроспорин стал одной из первых молекул, 
использованных в качестве фармакофорной основы 
для моделирования идеальной структуры ингибито-
ров протеинкиназ [15]. Возможность использования 
моделирования фармакофора позволила синтези
ровать высокоспецифичные ингибиторы целого 
ряда протеинкиназ, включая РКС, циклинзависимые 
киназы, киназы, связанные с  G-протеином, тиро-
зинкиназы и белок рUL97 цитомегаловируса [16].

Структурную часть молекулы, которая статисти-
чески часто повторяется среди специфического 
большинства уже известных биологически активных 
соединений, или среди известных лигандов данного 
типа соединений, или  же известных ингибиторов 
данного фермента, называют привилегированной 
[17]. Исследование механизма действия способству-
ет тому, что  такие привилегированные элементы 

химической структуры, как у N-гликозидов индоло-
карбазолов, могут быть предложены для разработки 
новых биологически активных соединений.

Известно, что  производные индолокарбазолов 
с двумя N-гликозидными связями, такие как стауро-
спорин и родственные ему соединения (сотрастаурин, 
мидостаурин и др.), являются мощными ингибито-
рами РКС – фермента, участвующего во внутрикле-
точной передаче сигналов [18–20].

Соединения, содержащие индоло[2,3-а]пирроло 
[3,4-с]карбазольный хромофор с одной N-гликозидной 
связью, например ребеккамицин и его аналоги, об-
ладают высокой противоопухолевой активностью, 
которую связывают с их способностью ингибировать 
фермент топоизомеразу I и/или II [21–23].

Клеточные мишени производных стауроспорина
Экспрессия гена множественной лекарственной 

устойчивости MDR1 регулируется РКС-зависимым 
путем сигнальной трансдукции, ингибиторы РКС 
могут снижать экспрессию Р-гликопротеина в рези-
стентных опухолевых клетках и тем самым повышать 
их чувствительность к химиотерапии [24]. Исследо-
вания, выполненные in vitro и in vivo, показали, что 
селективный ингибитор протеинкиназы 7-гидрок-
систауроспорин UCN-01 повышает противоопухо-
левую активность митомицина C и  карбоплатина 
за счет усиления апоптоза, индуцируемого химиоте-
рапевтическими агентами [3, 25, 26].

Кроме того, активация PKC необходима для ан-
гиогенеза опухоли [2, 27]. К  настоящему времени 
идентифицировано большое количество про- и ан-
тиангиогенных факторов, а  также их  рецепторов 
и путей сигнальной трансдукции. Все они могут быть 
мишенями для  терапии. Многие из  этих факторов 
связаны с  тирозинкиназной активностью. Являясь 
клеточными рецепторами VEGF (Vascular endothelial 
growth factor), тирозинкиназы инициируют процесс 
ангиогенеза [28]. Производное карбазола СЕР-5214 
и его водорастворимый аналог СЕР-7055 оказались 
мощными ингибиторами VEGF, инактивируя 
при этом внутриклеточные тирозинкиназы и нару-
шая каскад фосфорилирования, что  задерживает 
пролиферацию эндотелиальных клеток и  тормозит 
рост новых сосудов [29].

Активация регуляторных белков (циклинов) на 
разных стадиях клеточного цикла происходит с об-
разованием комплекса с циклоспецифичной циклин
зависимой киназой CDK1. Блокирование киназ 
приводит к остановке клеточного цикла. Среди ин-
долокарбазолов способность ингибировать циклин-
зависимые киназы 1 и 2 проявили стауроспорин и его 
7-гидроксианалог UCN-01 [30].

Другой производный аналог стауроспорина 
РКС-412 (мидостаурин) относится к  агентам, 
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ингибирующим внутриклеточную тирозинкиназу FLT3. 
Как известно, FLT3-киназа экспрессирована на тех 
же стволовых CD34+ кроветворных клетках, на кото-
рых определяется высокий уровень экспрессии фак-
тора стволовых клеток (c-kit) [31]. Однако следует 
отметить, что мидостаурин не имеет узконаправлен-
ного действия. Угнетая активность c-kit, мидостаурин 
ингибирует рецепторные тирозинкиназы тромбоци-
тарного фактора роста (PDGFR) и сосудисто-эндо-
телиального фактора роста (VEGFR), отвечающие 
за пролиферацию и рост клеток [32].

Ациклический бисиндолмалеимид энзастаурин 
(LY-317615), разработанный в  качестве мощного 
и  селективного АТФ конкурентного ингибитора 
PKCβ, инициирует гибель опухолевых клеток путем 
подавления пролиферативной активности и инги-
бирует процесс опухолеиндуцированного ангиоге-
неза [33].

Энзастаурин в клинически нетоксичных концен-
трациях индуцирует апоптоз и  влияет на  передачу 
сигналов киназы Akt [34]. Необходимо отметить, что 
РКС способствует активации PI3K/Akt-сигнального 
внутриклеточного пути, интегрирующего митогенные 
и антиапоптотические стимулы. PI3K (фосфатиди-
линозитол 3-киназа) является одним из важнейших 
регуляторных белков, находящихся на пересечении 
разных сигнальных путей и контролирующих клю-
чевые функции клетки. PI3K/Akt-путь вовлечен в рост 
и выживание гематологических злокачественных но-
вообразований, и ингибирование этого пути рассма-
тривается в качестве терапевтической мишени [35].

Клеточные мишени производных ребеккамицина
Другие производные индолокарбазолов – ребек-

камицин и его аналоги – способны эффективно по
давлять активность топоизомераз – ядерных фермен-
тов, отвечающих за  образование разрывов в  цепи 
ДНК в процессе репликации и транскрипции. Инги-
биторы топоизомеразы I вызывают обратимые нару-
шения отдельных нитей ДНК. Химиотерапевтические 
агенты, подавляющие активность топоизомеразы II, 
приводят к обратимым нарушениям разрыва двой-
ных нитей. Ингибиторы топоизомеразной активности 
стабилизируют ДНК-топоизомеразный комплекс, 
делая клетку неспособной к синтезу ДНК, и являют-
ся эффективными индукторами апоптоза [36].

Ребеккамицин и  его водорастворимый аналог 
бекатекарин (NSC-655649) интеркалируют в  ДНК, 
ингибируют связь топоизомеразы I и II с местом рас-
щепления ДНК, предотвращая дальнейшие действия 
в каталитическом цикле, и инициируют апоптоз [37].

К эффективным ингибиторам топоизомеразы I 
относится эдотекарин (J-107088), который образует 
стабильный комплекс ДНК – топоизомераза I, что 
приводит к нарушению синтеза ДНК [38].

Индолокарбазолы ЭД-110 и NB-506, воздействуя 
на ДНК-зависимые топоизомеразы опухолевой клет-
ки, нарушают структуру двойной спирали и, препят-
ствуя репарации разрывов, активизируют накопле-
ние поврежденных молекул ДНК, вызывая гибель 
клетки [39, 40].

К  настоящему времени накоплена обширная 
база данных об  антипролиферативной активности 
индолокарбазолов различной химической структуры, 
позволяющая считать соединения этого класса пер-
спективными для дальнейшего изучения [41].

В ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» 
Минздрава России синтезирован ряд соединений 
производных индолокарбазолов, среди которых из-
учен механизм противоопухолевого действия араби-
нопиранозилов ЛХС-1006 и  ЛХС-1208 с  разной 
структурой агликона [42–45].

Внутриклеточной мишенью для индолокарбазо-
ла ЛХС-1006 является двухцепочечная ДНК. Коли-
чественный расчет констант связывания ЛХС-1006 
с ДНК позволил установить, что соединение образу-
ет 2 типа комплексов с высокой и низкой константой 
связывания. Так, при взаимодействии индолокарба-
зола с нативной ДНК формируется комплекс с вы-
сокой константой связывания c двуспиральной ДНК 
(K1 = 60 × 105 М-1). Анализ сайт-специфичности 
связывания показал, что  предпочтительными для 
ЛХС-1006 являются пары GC, что также характерно 
для углеводных производных индолокарбазола. Эти 
участки представлены местами первоначального 
связывания ЛХС-1006 и образования высокоаффин-
ных комплексов с нативной ДНК (~20 % всех мест 
связывания). С возрастанием концентрации лиганда 
и  заполнением этих участков формируются более 
слабые комплексы. При насыщении мест связывания 
молекулами ЛХС-1006 на каждые 2 пары оснований 
приходится 1 молекула лиганда с меньшей констан-
той связывания [46].

Встраивание молекулы индолокарбазола ЛХС-
1006 между основаниями нуклеиновых кислот спо-
собствует раскручиванию двойной спирали ДНК 
и вносит изменения в ее конформацию. Такие изме-
нения могут приводить к ингибированию комплекса 
ДНК – топоизомераза I, блокированию матричных 
синтезов и активации сенсоров повреждений ДНК, 
в том числе p53, что инициирует программирован-
ную клеточную гибель (апоптоз).

Так как фиксация комплекса ДНК – топоизо-
мераза I является характерной для ряда индолокар
базолов, авторами исследовательской работы был 
проведен анализ действия ЛХС-1006 на релаксацию 
суперскрученной ДНК в  бесклеточной системе. 
Ингибирование 50 % реакции релаксации супер
скрученной ДНК обнаружено при  концентрации 
ЛХС-1006 ~2 мкМ, полное ингибирование активности 
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топоизомеразы I наблюдалось при  концентрации 
5 мкМ. Для других производных индолокарбазолов 
было показано, что ингибирование активности то-
поизомеразы I происходило на этапе сшивки нитей 
ДНК, что приводило к образованию множества од-
ноцепочечных разрывов ДНК при репликации. Бло-
кирование репликации исследовали по включению 
3Н-тимидина клетками линии НСТ-116. Согласно 
полученным данным, ЛХС-1006 эффективно инги-
бировал репликацию в диапазоне концентраций от 
0,5 до 5 мкМ уже в течение 3 ч [47].

Следует отметить, что повреждение ДНК и инги-
бирование репликации вызывает активацию ATM- 
и  ATR-киназ с  последующей активацией каскада 
ответа на повреждение ДНК (в том числе стабилиза-
цию и активацию р53 chk1 и chk2, р21 и т. д.), блоки-
рование прохождения клеток по клеточному циклу 
и индукцию апоптоза [48, 49].

Результатами взаимодействия ЛХС-1006 с ДНК 
являются нарушение конформации дуплекса, сни-
жение активности топоизомеразы I и р53-зависимая 
трансактивация генной транскрипции. Так, р53-за-
висимая активация транскрипции была изучена на 
сублинии НСТ-116, стабильно трансфецированной 
плазмидой с репортерным геном, находящимся под 
контролем р53-зависимого промотора. При обработке 
клеток препаратом активация р53 возрастала до 
3-кратного увеличения экспрессии репортерного гена 
при концентрации 1 мкМ, а затем падала до уровня, 
составляющего половину контрольного. Необходимо 
отметить, что  такое падение типично для  агентов, 
связывающихся с ДНК, таких как цитарабин, миток-
сантрон, этопозид и  доксорубицин, и  может быть 
связано с ингибированием транскрипции при увели-
чении концентраций или  невозможности для р53 
связаться со  своими респонсивными элементами 
в промоторе. Для установления значимости р53 для 
цитотоксичности авторы проводили сравнение гибели 
клеток в МТТ-тесте для линии НСТ-116 с диким типом 
гена ТР53 и  делецией этого гена (НСТ-116р53КО). 
Полученные различия между кривыми гибели не пре
вышали погрешность метода, что определило второ-
степенную роль р53 в  цитотоксичности ЛХС-1006. 
Это могло быть обусловлено ролью ингибирования 
активности топоизомеразы I в цитотоксичности, так 
как в ряде исследований показано, что ингибиторы 
топоизомеразы I могут вызывать активацию апопто-
за независимо от статуса р53 в клетке [50].

Ингибирование репликации, повреждение ДНК, 
активация р53 могут приводить к  блокированию 
клеток в  одной или  нескольких фазах клеточного 
цикла и запуску программированной клеточной ги-
бели. Анализ распределения клеток по фазам цикла 
показал, что увеличение концентрации индолокар-
базола ЛХС-1006 приводило к увеличению количе-

ства клеток с деградацией ДНК (до максимума 70 % 
при наиболее высокой изученной концентрации). При 
этом цитотоксическое действие ЛХС-1006 сопрово-
ждалось фрагментацией ядерного материала у боль-
шинства клеток. Количество клеток в G1- и S-фазах 
стабильно падало при  увеличении концентрации. 
Процент клеток, находящихся в G2/M-фазе, незна-
чительно возрастал до максимума в 42 % при концен-
трации 1 мкМ, а затем резко снижался при дальней-
шем увеличении концентрации. Предположительно, 
блокирование клеток в G2/M-фазе может предотвра-
щать клеточную гибель, которая происходит в других 
фазах цикла. При этом уменьшение процента клеток 
в  G2/M-фазе происходит в  тех  же концентрациях, 
что и падение р53-зависимой транскрипции, что мо-
жет свидетельствовать о важности этого механизма 
для блокирования клеток в G2/M-фазе при действии 
индолокарбазола ЛХС-1006. Другими причинами 
уменьшения количества клеток в  этой фазе цикла 
могут служить ингибирование транскрипции и  со
ответствующее уменьшение экспрессии белков, не-
обходимых для блока митоза. Также возможно, что 
при  увеличении концентрации индолокарбазола 
ЛХС-1006 происходит ингибирование других вну-
триклеточных мишеней, что вызывает гибель клеток 
в G2/M-фазе [51].

ЛХС-1006 эффективно воздействует на  клетки 
с  делецией каспазы 3 (MCF-7), подтверждая, что 
апоптоз является не единственным индуцируемым 
видом гибели при действии ЛХС-1006. Таким обра-
зом, делеции генов, контролирующих процесс апоп-
тоза, не  блокируют гибель клеток, обработанных 
индолокарбазолом, что является важным свойством 
вещества как потенциального средства для химиоте-
рапии [52].

По результатам морфологического анализа при 
действии ЛХС-1006 в клетках НСТ-116 отмечаются 
фрагментированные ядра, а  также формирование 
апоптотических телец. Это согласуется с данными, 
полученными с помощью анализа плоидности и из-
учения характера деградации ДНК в вышеописанных 
экспериментах, и подтверждает, что основным типом 
клеточной гибели является апоптоз.

Итак, механизмы гибели клеток при  действии 
ЛХС-1006 включают ингибирование пролиферации, 
остановку клеточного цикла и активацию апоптоза. 
Эти механизмы проявляются в зависимости от кон-
центрации индолокарбазола ЛХС-1006 и его взаимо-
действия с конкретными внутриклеточными мише-
нями.

Компьютерное моделирование взаимодействия 
молекулы арабинопиранозила ЛХС-1006 с ДНК по-
казало, что соединение интеркалирует индолокарба-
зольной частью, а углеводная группа образует в малой 
бороздке дополнительные водородные связи [46]. 
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Особенностью взаимодействия ЛХС-1006 с ДНК яв
ляется образование сильного комплекса с нативной 
ДНК, причем лиганд занимает ~20 % всех мест свя-
зывания. При насыщении мест связывания молеку-
лами ЛХС-1006 на каждые 2 пары оснований прихо-
дится 1 молекула лиганда. В результате образования 
интеркаляционных комплексов нарушается конфор-
мация двойной спирали за счет сильного растяжения 
и  раскручивания при  максимальном заполнении 
ДНК лигандом. Вызываемые комплексообразовани-
ем изменения конформации двойной спирали ДНК 
нарушают матричные синтезы. Гибель опухолевых 
клеток наступает в  основном за  счет образования 
сильного типа интеркаляционных комплексов меж-
ду лигандом и ДНК [43].

Определены мишени и молекулярные механиз-
мы противоопухолевого действия производного 
индолокарбазола ЛХС-1208. Арабинопиранозил 
ЛХС-1208 интеркалирует в  двухцепочечную ДНК 
с  образованием высокоаффинных комплексов, ха-
рактеризующихся различными константами связы-
вания и максимальным числом мест посадки лиганда. 
Одна молекула ЛХС-1208 занимает участок, соот
ветствующий 4 × 5 нуклеотидным остаткам. Анализ 
функций лиганда подтверждает его влияние на про-
никновение через мембраны, внутриклеточную ми-
грацию, сортировку и  секрецию белков [44, 45]. 
Установлено, что ЛХС-1208 в микромолярных кон-
центрациях ингибирует ядерный белковый фермент 
топоизомеразу I, необходимую для образования вре-
менного комплекса с разорванной спиралью опухо-
левой ДНК во время процесса репликации.

Таким образом, непосредственными мишенями 
производных индолокарбазолов могут служить топо-
изомеразы I и II, серин-треониновые протеинкина-
зы, РКС, связанная с G-протеином и Р-гликопро
теином, Akt и  PI3K киназы, циклинзависимые 
киназы 1 и 2, тирозинкиназа FLT3. Вместе с тем ин-
гибирование этих киназ не всегда достаточно для ре-
ализации цитотоксичности, тогда как не только ан-
типролиферативный эффект, а  именно индукция 
гибели существенна для  элиминации опухолевых 
клеток.

Кроме того, действие индолокарбазолов может 
стимулировать дополнительные механизмы, напри-
мер вакуолизацию цитоплазмы, связанную с актива-
цией вакуолярной АТФазы. Так, отличительной 
особенностью гибели клеток при действии произво-
дного индолокарбазола ЛХС-1006 является фенотип 
вакуолизации цитоплазмы, связанный с  быстрым 
расширением лизосомального компартмента в  ре-
зультате активности вакуолярной АТФазы [43]. Не-
которые представители класса индолокарбазолов 
могут встраиваться в участок ABL-тирозинкиназы, 
называемый «тирозиновым карманом», блокируя 
процесс фосфорилирования и последовательно всю 
цепь событий, приводя к пролиферации патологиче-
ских клеток [29].

Заключение
Открытие ряда биологических активностей у ин-

долокарбазолов привело к  поиску и  созданию их 
синтетических аналогов и низкомолекулярных про-
изводных, представляющих терапевтически важный 
класс противоопухолевых средств с меньшими ток-
сическими свойствами. В ряде работ предложены раз
личные подходы к химической модификации соеди-
нений указанного класса, позволяющие повысить их 
противоопухолевый эффект, исходя из их структур-
ных особенностей и молекулярного механизма дей-
ствия.

Исследование механизма действия способствует 
тому, что различные модификации химической струк-
туры индолокарбазолов могут быть использованы 
в качестве основы для разработки новых биологиче-
ски активных соединений или  новых лекарств со 
сходными или, возможно, улучшенными по сравне-
нию с исходными соединениями свойствами, а также 
для разработки библиотек таких соединений.

Разработка новых потенциальных противоопухо-
левых препаратов из класса производных индолокар-
базолов необходима для  расширения возможностей 
химиотерапевтического лечения злокачественных но-
вообразований и перспективна для преодоления лекар-
ственной резистентности опухолевых клеток за  счет 
индукторов, связанных с механизмом их действия.
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