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Введение. CD437, аналог витамина А, является агонистом γ-рецептора ретиноевой кислоты (RARγ). Известно 
также, что CD437 вызывает р53-независимое повреждение ДНК с помощью механизма, независимого от пути, 
опосредованного RARγ. У онкологических больных очень часто обнаруживается дефицит железа, а также на-
рушена доставка железа к тканям.
Цель исследования – изучение влияния CD437 на метаболизм железа в клетках метастатической меланомы.
Материалы и методы.  В  экспериментах  были  использованы:  2D-культивирование  клеток  метастатической 
меланомы Mel Z, фазово-контрастная и флуоресцентная микроскопия, проточная цитофлуориметрия.
Результаты. В экспериментах с клетками меланомы линии Mel Z, не обработанными СD437 (контроль), рецептор 
трансферрина CD71 экспрессировали 40 ± 4 % клеток (p <0,05), а при инкубации с СD437 количество клеток, 
экспрессирующих CD71, возрастало до 80 ± 6 % (p <0,05). Далее мы исследовали экспрессию ферритина, свя-
зывающего железо, не участвующее в метаболизме клетки. В контрольных экспериментах ферритин экспрес-
сировали 84 ± 6 % клеток (p <0,05). При росте клеток в присутствии СD437 ферритин стали экспрессировать 
все клетки (100 %, p <0,05). Подобный сценарий указывает на то, что СD437, по всей видимости, способствует 
накоплению в клетке свободного, несвязанного железа, которое может индуцировать ферроптоз. В контрольных 
экспериментах, без добавления CD437, уровень перекисного окисления липидов мембран, индикатора ферропто-
за, был незначительным. Перекисное окисление липидов, индуцированное CD437, составляло 55 ± 5 % (p <0,05) 
от интенсивности флуоресценции, индуцированной эрастином, положительным контролем.
Заключение. CD437 повышает захват железа клетками метастатической меланомы. Низкий уровень перекис-
ного  окисления  липидов  мембран,  индуцированного  CD437,  не  позволяет  рассматривать  его  как  индуктор 
ферроптоза. Нужны дополнительные исследования для поиска мишеней, связывающих железо, альтернативных 
ферритину.
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Background. CD437, an analog of vitamin A, is an agonist of the retinoic acid γ-receptor (RARγ). CD437 is also known 
to cause p53-independent DNA damage by a mechanism  independent of  the RAR-mediated pathway.  In cancer 
patients, iron deficiency is constantly detect, the delivery of iron to tissues is also destroyed.
Aim. To study the effect of CD437 on iron metabolism in metastatic melanoma cells, Mel Z.
Materials and methods. In this study 2D cultivation of metastatic Mel Z melanoma cells, phase-contrast and fluo-
rescence microscopy, flow cytofluorimetry were used.
Results. In control cells without the addition of CD437 CD71, transferrin receptor, expressed 40 ± 4 % (p <0.05) 
of Mel Z cells, in the presence of CD437 CD71 expression increased to 80 ± 6 %. Next, we have studied the expres-
sion of ferritin. Iron, which is not involved in cell metabolism, is bound by ferritin. In control experiments, ferritin 
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was expressed by 84 ± 6 % (p <0.05) of cells. when the cells grew in the presence of CD437, ferritin was expressed 
by all the cells (100 %, p <0.05). Such a scenario indicates that CD437 may contribute to the accumulation of free, 
unbound  iron  in  the cell, which can  induce  ferroptosis.  In control experiments without  the addition of CD437, 
the  level of membranes  lipid peroxidation,  an  indicator of  ferroptosis, was  insignificant.  Lipid peroxidation  in-
duced by CD437 was 55 ± 5 % (p <0.05) of the fluorescence intensity induced by erastin, positive control.
Conclusion. CD437 increases the iron uptake by metastatic melanoma cells. The low level of membranes lipid per-
oxidation induced by CD437 does not allow it to be considered as an inducer of ferroptosis. Additional investiga-
tions are needed to find iron-binding targets alternative to ferritin.
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Введение
Синтетический ретиноид 6-[3-(1-адамантил)- 

4-гидроксифенил]-2-нафталинкарбоновая кислота 
(CD437), аналог витамина А, является агонистом 
γ-рецептора ретиноевой кислоты (RARγ) [1]. Его про-
тивоопухолевая активность была подтверждена 
на моделях ксенотрансплантатов животных, демон-
стрируя высокий потенциал для лечения и / или про-
филактики рака [2–4]. Интерес к аналогам витамина 
А вызвал феномен, наблюдаемый на многих опухо-
лях, – концентрация витамина А в опухолевых клет-
ках значительно снижена по сравнению со здоровыми 
клетками. Это сопровождается снижением экспрес-
сии рецепторов ретиноевой кислоты и приводит к по-
вышению экспрессии маркеров стволовой клетки 
опухоли и, следовательно, короткой безрецидивной 
выживаемости онкологических больных [5]. Эффект 
CD437 как агониста RARγ был одной из первых опи-
санных активностей этого ретиноида. CD437 изби-
рательно связывается с RARγ и трансактивирует ре-
цептор, запуская дифференцировку клеток [6]. 
Активно обсуждается в литературе и способность 
CD437 вызывать р53-независимое повреждение ДНК 
с помощью механизма, независимого от пути, опо-
средованного RARγ [7–9]. CD437-опосредованное 
повреждение ДНК объясняет, почему большинство 
клеток, независимо от их чувствительности к рети-
ноевой кислоте, отвечают на CD437. Недавно нами 
было получено экспериментальное подтверждение 
ингибирования миграционной и инвазивной актив-
ности клеток метастатической меланомы СD437 [10]. 
Многочисленные специфические реакции опухоле-
вых клеток на этот ретиноид предполагают существо-
вание в опухолевой клетке нескольких мишеней его 
действия.

У онкологических больных дефицит железа об-
наруживается очень часто [11]. Опухолевые клетки 
активно «изымают» из крови трансферрин (Tf), пе-
реносчик железа. Захват железа тем значительнее, 
чем больше масса самой опухоли и чем более она 
злокачественна [12, 13]. Одной из причин такого ак-

тивного поглощения железа опухолевыми клетками 
может быть необходимость этого металла как кофак-
тора ДНК-полимеразного комплекса [14]. Железо 
также является активной частью дыхательных фер-
ментов (при его недостатке ткани не могут усваивать 
кислород) и участвует в генерации аденозинтрифос-
форной кислоты – источника биологической энергии 
в живых организмах [15, 16]. CD71, рецептор Tf, – 
практически единственный белок, доставляющий 
железо в клетку [17]. Следует отметить, что низкая 
экспрессия CD71 на опухолевых клетках коррелиру-
ет с меньшей частотой выявления метастазов и более 
длительной общей и безрецидивной выживаемостью 
больных [18]. Взаимодействие комплекса Tf / Fe3+ с ре-
цептором CD71 приводит к интернализации ком-
плекса CD71 / Tf / Fe3+ в клетку. В клетке железо дис-
социрует из комплекса и в основном используется для 
включения в гем или кофакторы ферментов. Железо, 
не участвующее в метаболизме клетки, депонируется 
в составе ферритина [19]. Ферритин позволяет клет-
ке сохранять железо в нетоксичной форме, из ко-
торой оно может быть мобилизовано для синтеза 
гемоглобина и негемовых железосодержащих бел-
ков. Не связанное с ферритином свободное железо 
в результате окисления Fe2+ в Fe3+ (реакция Фентона: 
Fe2+ + H

2
O

2
 → Fe3+OH– + •OH) и генерации радика-

ла кислорода способствует накоплению в клетке ак-
тивных форм кислорода [20]. Ферритин практически 
«обезвреживает» свободное, не использованное клет-
кой железо.

Меланома – одна из наиболее агрессивных зло-
качественных опухолей человека. В основе леталь-
ности меланомы лежит высокая подвижность клеток 
опухоли, что позволяет им метастазировать почти во 
все органы [21]. Из-за невысокой чувствительности 
меланомы к существующим противоопухолевым препа-
ратам крайне редко удается достигнуть регрессии мета-
стазов и добиться стойкой длительной ремиссии [22].

Цель настоящего исследования – изучение влия-
ния СD437 на метаболизм железа в клетках метаста-
тической меланомы.



36 Оригинальные статьи | Original reports

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  3'2022  ТОм 21    vol. 21

Материалы и методы
Материалы. Ретиноид CD437 и эрастин были 

приобретены у Sigma-Aldrich Corporation (США). 
Антитела к CD71, FITC-конъюгированные, были 
получены от BD BioScience (США). С11-BODIPY 
приобретен у Thermо Fisher Scientific (CША). Анти-
тела к ферритину (clone F31) были любезно предо-
ставлены О. Н. Солоповой.

Культура клеток. В работе использована клеточная 
линия меланомы Мel Z, выведенная из опухолевого 
материала пациента, находившегося на лечении в На-
учно-исследовательском институте клинической 
онкологии ФГБУ «Национальный медицинский ис-
следовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» 
Минздрава России. Клетки культивировали в полной 
среде RPMI-1640, содержащей 10 % телячьей эмбрио-
нальной сыворотки, 2 ммоль / мл глутамина и 0,1 мг / мл 
гентамицина. В экспериментах использовали клетки 
70–75 % конфлюентности.

Определение экспрессии ферритина и CD71. Клет-
ки Mel Z инкубировали с 1 мкМ СD437 в течение 24 ч 
при 37 °С. Фенотипирование антигенов клеточной 
поверхности проводили в реакции прямой иммуно-
флуоресценции. 1 × 105 клеток трижды промывали 
фосфатно-солевым буфером (PBS) pH 7,5 и ресуспен-
дировали в PBS. В каждую пробирку с клетками до-
бавляли моноклональные антитела к СD71, меченные 
FITC, и инкубировали в течение 30 мин при 4 °С. 
По истечении срока инкубации клетки дважды про-
мывали PBS от несвязавшихся антител и ресуспен-
дировали в 200 мкл PBS, содержащего 1 % формалин. 
Экспрессию CD71 оценивали на проточном цито-
флуориметре ACEA NovoCyte 2000R (Acea Bioscience, 
США). В каждой пробе анализировали до 10 тыс. 
событий. Анализируемый гейт устанавливали на ос-
новании комбинации светорассеивания и размера 
клеток. Для определения экспрессии ферритина вво-
дилась дополнительная процедура – пермеабилиза-
ция клеток. Пермеабилизацию проводили, используя 
PBS с 0,1 % Triton X-100 в течение 10 мин, далее клет-
ки дважды промывали центрифугированием и ресу-
спендировали в 0,1 мл PBS.

Исследование влияния CD437 на индукцию фер-
роптоза in vitro. Клетки Mel Z растили в полной среде 
RPMI-1640 в 24-луночном планшете. Через 24 ч роста 
клеток в СО

2
-инкубаторе при 37 °С добавляли 10,0 мкМ 

эрастина или 1,0 мкМ CD437 и инкубировали в те-
чение 5 ч. В качестве контроля использовали клетки, 
растущие в полной среде RPMI-1640 без индуктора 
ферроптоза. Затем среду заменяли свежей, не содержа-
щей сыворотки, и добавляли 5 мкМ С11-BODIPY. Ин-
дикатор перекисного окисления липидов С11-BODIPY – 
это флуорофор, который при переходе из тиоэфира 
в сульфоксид меняет флуоресцентные характеристи-
ки: убывает поглощение красного цвета и нарастает 

поглощение зеленого. После инкубации в течение 
30 мин с флуоресцентной меткой клетки трижды про-
мывали фосфатным буфером. Интенсивность флуорес-
ценции определяли на флуоресцентном микроскопе IN 
Cell Analyzer (GE Healthcare, США) (581 / 591 нм).

Статистический анализ. Данные представлены 
как среднее значение ± стандартное отклонение. Раз-
личия считали статистически значимыми при р <0,05. 
Статистический анализ проведен с использованием 
программного обеспечения GraphPad Prism (GraphPad 
Software, La Jolla, США).

Результаты и обсуждение
Опухолевые клетки перепрограммируют метабо-

лизм железа, увеличивая экспрессию рецептора Tf, 
CD71, и накапливая ферритин, депонирующий же-
лезо, причем иногда в таких количествах (например, 
в клетках рака молочной железы), что он может 
играть роль маркера, т. е. с его помощью можно от-
личать злокачественное поражение молочной железы 
от доброкачественного [19]. Стабильно воспроизво-
димая противоопухолевая активность CD437 на моде-
лях ксенотрансплантатов животных, демонстрирующая 
высокий потенциал для лечения рака, позволила нам 
поднять вопрос о возможном участии железа в этом 
эффекте. Мы предположили, что CD437, снижая по-
ступление железа в клетку и увеличивая экспрессию 
ферритина, мог бы ингибировать репликацию ДНК 
и предотвратить неконтролируемую пролиферацию 
опухолевых клеток.

Ранее нами при инкубации клеток Mel Z с СD437 
в диапазоне концентраций от 0,001 до 1 мМ была 
определена нецитотоксическая концентрация (IC10) 
СD437, составившая 1 мкМ [10]. Влияние CD437 на 
экспрессию CD71 и ферритина исследовали при ин-
кубации клеток с нецитотоксическими концентра-
циями CD437 (1 мкМ). Такая схема эксперимента 
позволяла исключить вклад цитотоксичности CD437 
в этот процесс. CD71 экспрессировали 40 ± 4 % кле-
ток (p <0,05) в контроле, а при инкубации с СD437 
количество клеток, экспрессирующих этот маркер, 
возрастало до 80 ± 6 % (p <0,05) (рис. 1, а). На следу-
ющем этапе работы мы исследовали влияние СD437 
на экспрессию ферритина. Мы ожидали, что двукрат-
ное повышение захвата железа клетками меланомы 
должно сопровождаться активацией экспрессии фер-
ритина, депонирующего несвязанное железо. В кон-
трольных экспериментах ферритин экспрессировали 
84 ± 6 % клеток (p <0,05). При инкубации с СD437 
ферритин стали экспрессировать все клетки (100 %, 
p <0,05) (рис. 1, б).

Подобный сценарий указывает на то, что СD437, 
по всей видимости, способствует накоплению в клет-
ке свободного железа. Присутствие в клетке железа 
в свободном состоянии запускает реакцию Фентона 
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и увеличивает уровень активных форм кислорода. 
Ферроптоз сегодня рассматривается как железозави-
симая регулируемая гибель клетки. Гибель клетки 
по типу ферроптоза базируется на перекисном окис-
лении липидов мембран, которое сопровождается 
появлением многочисленных пор в плазматической 
мембране. Содержимое клетки вытекает в межкле-
точную среду, клетка уменьшается в размерах, смор-
щивается. Процесс этот абсолютно одинаков для всех 
типов клеток [23]. К бесконтрольному перекисному 
окислению липидов клеточных мембран приводят 
отказ механизмов антиоксидантной защиты клети 
и дисбаланс клеточных метаболических процессов 
(например, метаболизма липидов и кратковремен-
ного повышения уровня железа) [24].

В наших исследованиях о роли CD437 в гибели 
клеток по типу ферроптоза в качестве положитель-
ного контроля мы использовали эрастин. Эрастин, 
исторически первый индуктор ферроптоза, и сегодня 

продолжает оставаться «золотым стандартом». Ранее 
нами были протестированы 0,1 мкМ, 1,0 мкМ и 10 мкМ 
эрастина на способность индуцировать ферроптоз 
в клетках меланомы Mel Z. Массовая гибель клеток 
наблюдалась при 10 мкМ эрастина. 10 мкМ эрастина 
не вызывало фрагментацию ядра, что является итогом 
активации апоптоза. На гибель клеток, индуцирован-
ную эрастином, не оказывало влияния и присутствие 
20 мкМ хлорокина, ингибитора аутофагии [25]. О ги-
бели клеток Mel Z по типу ферроптоза судили по ин-
тенсивности перекисного окисления липидов, которое 
фиксировали после инкубации клеток с флуоресцент-
ной меткой C11-BODIPY. Для исключения индукции 
апоптоза и / или некроза CD437 в клетках Mel Z мы 
использовали нецитотоксические концентрации 
CD437. В контрольных экспериментах без добавления 
CD437 уровень перекисного окисления липидов был 
незначительным (рис. 2, а). Перекисное окисление 
липидов мембран, индуцированное 1 мкМ CD437, 

Рис. 1. Влияние СD437 на экспрессию CD71 (а) и ферритина (б) клетками Mel Z после 24 ч инкубации

Fig. 1. The influence of СD437 on СD71 (а) and ferritin (б) expression in Mel Z cells after 24 h incubation
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ная CD437. ×200
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Л И Т Е Р А Т У Р А  /  R E F E R E N C E S

составляло 55 ± 5 % (p <0,05) от интенсивности флу-
оресценции положительного контроля, 10 мкМ эра-
стина (рис. 2, б–г). В клетках, инкубированных с эк-
вимолярным количеством диметилсульфоксида, 
интенсивность флуоресценции была невысокой 
и равнялась значениям интенсивности флуоресцен-
ции контрольных клеток (данные не приводятся). 
Низкий уровень перекисного окисления липидов 
мембран Mel Z в ответ на CD437 не позволяет рас-
сматривать его как индуктор ферроптоза в клетках 
метастатической меланомы.

Железо используется клеткой для включения 
в гем или кофакторы ферментов. Не участвующее 
в метаболизме железо клетки депонируется в составе 
ферритина. В отношении локализации свободного, 
не связавшегося с ферритином железа в клетках в на-
стоящее время имеется лишь ограниченное число 
данных. Предполагают, что существуют небольшие 

клеточные лабильные пулы железа, и с таким пулом 
связывают токсичность железа для клетки. По всей 
видимости, CD437, повышая захват железа клетками 
метастатической меланомы, пополняет лабильные 
пулы свободного железа. Наблюдаемое нами повы-
шение захвата железа клетками метастатической ме-
ланомы позволяет поднять вопрос об инициации 
дополнительных исследований для поиска не иденти-
фицированных ранее мишеней связывания железа.

Заключение
CD437 повышает захват железа клетками мета-

статической меланомы. Низкий уровень перекисно-
го окисления липидов мембран, индуцированного 
CD437, не позволяет рассматривать его как индуктор 
ферроптоза. Нужны дополнительные исследования 
для поиска мишеней, связывающих железо, альтер-
нативных ферритину.
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