
62 Оригинальные статьи | Original reports

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  4'2022  ТОм 21    vol. 21

DOI: https://doi.org/10.17650/1726-9784-2022-21-4-62-70  4.0

Цитотоксические и противоопухолевые 
свойства конъюгата метионин γ-лиаза-
дайдзеин в комбинации с сульфоксидами  
S-алк(ен)ил-L-цистеина

Л. Або Кура1, Е. А. Морозова2, В. С. Коваль2, В. В. Куликова2, Т. С. Спирина3, Е. А. Демидова3, 
Т. В. Демидкина2, В. С. Покровский1, 3, 4

1НИИ молекулярной и клеточной медицины ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов»; Россия, 117198 
Москва, ул. Миклухо-Маклая, 6; 
2ФГБУН «Институт молекулярной биологии им. В. А. Энгельгардта» Российской академии наук; Россия, 119991 Москва, 
ул. Вавилова, 32; 
3ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115552 Москва, Каширское шоссе, 24; 
4Научный центр трансляционной медицины АНО ВО «Научно-технологический университет «Сириус»;  
Россия; 354340 Сочи, Олимпийский пр-т, 1

К о н т а к т ы :  Вадим Сергеевич Покровский v.pokrovsky@ronc.ru

Введение. Ферментная пролекарственная терапия является новой перспективной стратегией в лечении солид-
ных  злокачественных  новообразований.  Использование  двухкомпонентных  систем,  содержащих  фермент 
и нетоксичный субстрат (пролекарство), позволяет вырабатывать цитотоксические вещества непосредственно 
у поверхности опухолевой клетки, тем самым снижая общую токсическую нагрузку на организм.
Цель исследования – оценка противоопухолевой активности фармакологических пар C115H метионин γ-лиазы 
(С115Н МГЛ), конъюгированной с дайдзеином (С115Н МГЛ-Dz), и сульфоксидов S-алк(ен)ил-L-цистеина в отно-
шении солидных опухолей in vitro и in vivo.
Материалы и методы. Для определения цитотоксичности фармакологических пар in vitro на клеточных лини-
ях рака толстой кишки (Sw620), поджелудочной железы (Panc1) и предстательной железы (22Rv1) использо-
вали МТТ-тест. Индукцию апоптоза и изменение клеточного цикла клеток линий 22Rv1, Sw620 и SKBR3 иссле-
довали  с  помощью  набора  реагентов  Muse®  Caspase-3 / 7  и  Muse®  Cell  Cycle  Assay  kit.  Противоопухолевую 
активность in vivo оценивали на ксенографтах Sw620, Panc1 и 22Rv1 у мышей Balb / c nude.
Результаты. Показано, что конъюгат С115Н МГЛ-Dz обладает максимальной цитотоксичностью в присутствии 
сульфоксида S-пропил-L-цистеина (пропиина) с IC

50
, равными 3,88 и 5,4 для Panc1 и 22Rv1 соответственно. 

Дипропилтиосульфинат,  образующийся  в  результате  реакции β-элиминирования  пропиина,  катализируемой 
C115H МГЛ-Dz, индуцирует апоптоз как посредством активации каспаз, так и через альтернативные пути, а так-
же  угнетает  клеточное  деление,  способствуя  снижению  концентрации  клеток  в  фазе  G

2
 / M.  Исследование 

противоопухолевой активности фармакологической пары in vivo показало уменьшение объема опухоли у ксе-
нографтов Panc1 (торможение роста опухоли (ТРО) 67,5 %, p = 0,004), Sw620 (ТРО 22,07 %, p = 0,12) и 22Rv1 
(ТРО 70 %, p = 0,043).
Выводы. Фармакологическая пара С115Н МГЛ-Dz / пропиин значительно уменьшает рост злокачественных со-
лидных опухолей и может рассматриваться в качестве возможного терапевтического агента в ферментной про-
лекарственной терапии злокачественных новообразований.
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Background. Enzyme prodrug therapy is a promising strategy to treat solid malignancies. The utilization of two -
component  systems,  including  an  enzyme  and  a  non-toxic  prodrug,  to  generate  cytotoxic  compounds  directly  
at the surface of the tumor cell can be successful strategy in reducing the overall toxic load on the body.
Aim. To determine antitumor activity of the pharmacological pair C115H methionine γ-lyase (C115H MGL) conju-
gated with daidzein (C115H MGL-Dz) and of S-alk(en)yl-L-cysteine sulfoxides against various types of solid tumors 
in vitro and in vivo.
Materials. MTT-test was used to determine the cytotoxicity of C115H MGL-Dz in the presence of S-alk(en)yl-L-cysteine 
sulfoxides in vitro against Sw620 (colon cancer), Panc1 (pancreatic cancer), and 22Rv1 (prostate cancer). Apopto-
sis induction and cell cycle alteration in 22Rv1, Sw620, and SKBR3 cell lines were studied using the Muse® Caspase-3 / 7 
и Muse® Cell Cycle Assay kits. In vivo anticancer activity was studied on Sw620, Panc1, and 22Rv1 subcutaneous 
xenografts in Balb / c nude mice.
Results. The C115H MGL-Dz had the maximum cytotoxic activity in the presence of S-propyl-L-cysteine sulfoxide 
(propiin) with IC

50
 values: 3.88 and 5.4 for Panc1 and 22Rv1, respectively. Dipropyl thiosulfinate formed by the β-eli-

mination of propiin catalyzed by C115H MGL-Dz, induces apoptosis through both the activation of caspases and 
alternative pathways, and also  it  inhibits cell division, contributing to a decrease  in  the concentration of cells 
in the G

2
 / M phase. The anticancer efficacy of the pharmacological pair C115H-Dz / propiin in vivo indicated a sig-

nificant decrease in Panc1 tumor volume (tumor growth inhibition (TGI) 67.5 %, p = 0.004), Sw620 (TGI 22.07 %, 
p = 0.12) and 22Rv1 (TGI 70 %, p = 0.043).
Conclusion. Pharmacological pair C115H MGL-Dz / propiin was capable of suppressing tumor development in ma-
lignant solid tumors and might be considered as a potential anticancer approach in cancer prodrug therapy.
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Введение
В последние годы в разработке новых противо-

опухолевых препаратов и схем комбинированной 
лекарственной терапии достигнут значительный про-
гресс. Некоторые опухоли гормонально зависимы, 
их рост и метастазирование стимулируются эстроге-
нами и прогестероном [1]. Рецепторы к гормонам, 
как и другие мембранные белки, могут использовать-
ся в ферментной пролекарственной терапии рака 
как мишени для направленной доставки ферментов 
к солидным новообразованиям.

Mетионин γ-лиаза (МГЛ) (КФ 4.4.1.11) – пири-
док саль-5’-фосфат-зависимый фермент, катализиру-
ющий реакции γ-элиминирования L-метионина и его 
аналогов и β-элиминирования S-замещенных анало-
гов L-цистеина [2]. МГЛ и ее мутантная форма с за-
меной цистеина 115 на гистидин эффективно рас-
щепляют сульфоксиды S-алк(ен)ил-L-цистеина 

с образованием тиосульфинатов, обладающих про-
тивоопухолевой активностью [3].

Наиболее известным тиосульфинатом является ал-
лицин, обладающий противоопухолевыми, противо-
микробными и противовирусными свойствами [4, 5].

До настоящего времени все in vivo исследования 
МГЛ в терапии рака сводились к использованию непо-
средственно самого фермента в качестве противоопу-
холевого агента для метионинзависимых новообразо-
ваний [6, 7]. Способность МГЛ катализировать реакцию 
β-элиминирования сульфоксидов S-алк(ен)ил-L-цис-
теина с образованием цитотоксических тиосульфинатов 
открывает возможность использования фермента в про-
лекарственной терапии рака в качестве ферментной 
составляющей фармакологической пары С115Н МГЛ / 
 сульфоксиды S-алк(ен)ил-L-цистеина.

Ассоциированный с G-белком рецептор эстроге-
на 1 (GPER1), также известный как GPR30, – недавно 
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описанный мембранный рецептор эстрогена, кото-
рый обеспечивает реализацию негеномных эффектов 
эстрогенов, приводит к мобилизации внутрикле-
точного кальция и синтезу фосфатидилинозитол-
3,4,5-трис фосфата [8]. Высокая экспрессия GPER 
характерна для клеток рака поджелудочной железы 
[9], молочной железы [10], толстой кишки [11] и пред-
стательной железы [12]. Дайдзеин является структур-
ным аналогом природных эстрогенов и может связы-
ваться с высоким сродством с GPER [13].

В настоящей работе для направленной доставки 
ферментного компонента фармакологической пары 
к поверхности эстрогензависимых опухолей нами 
был получен конъюгат С115Н МГЛ с дайдзеином 
(С115Н МГЛ-Dz). Цитотоксическое действие С115Н 
МГЛ-Dz в присутствии сульфоксидов S-алк(ен)ил- 
L-цистеина было оценено на клеточных линиях рака 
толстой кишки SW620, рака поджелудочной железы 
Panc1 и рака предстательной железы 22Rv1. Проти-
воопухолевая эффективность фармакологической 
пары С115Н МГЛ-Dz / сульфоксид S-пропил-L-цис-
теина была показана на ксенографтах SW620, Panc1 
и 22Rv1 у мышей Balb / c nude.

Цель исследования – оценка противоопухолевой 
активности фармакологических пар С115Н МГЛ-Dz 
и сульфоксидов S-алк(ен)ил-L-цистеина в отноше-
нии солидных опухолей in vitro и in vivo.

Материалы и методы
Реактивы. Плазмида с геном C115H МГЛ из Clos-

tridium novyi  была создана компанией «Евроген» (Рос-
сия). S-метил-L-цистеин, никотинамидаденинди-
нуклеотид восстановленный и бромид 3-(4,5-диме- 
тилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия (МТТ)  были 
получены от Sigma-Aldrich (Германия). L-глутамин, 
пиридоксаль-5’-фосфат (ПЛФ) и D, L-ди тиотреитол 
(ДТТ) были приобретены у компании Serva (Герма-
ния). Сульфоксиды S-алк(ен)ил-L-цис теина (S-ме-
тил-L-цистеин сульфоксид (метиин), S-этил-L-ци-
стеин сульфоксид (этиин), S-пропил-L-цис теин 
сульфоксид (пропиин), S-аллил-L-цистеин сульфоксид 
(аллиин)) были получены, как описано ранее [14, 15]. 
Этилендиаминтетрауксусная кислота (ЭДТА) была 
приобретена у фирмы GE Healthcare (США). Исполь-
зована фетальная бычья сыворотка (FBS) (HyClone, 
США). Muse® Cell Cycle Assay kit (MCH100106) был 
получен от Merck (Германия), Muse® Caspase-3 / 7 kit 
(MCH100108) – от Luminex (США).

Выделение С115Н МГЛ. Клетки E. coli BL21 (DE3), 
содержащие плазмиду с геном мутантной формы 
МГЛ, выращивали, и фермент очищали, как описано 
ранее [16]. Концентрация C115H МГЛ была рассчи-
тана с использованием коэффициента поглощения 
A

1 %
278 = 0,8 при 278 нм [17]. Активность фермента опре-

деляли в реакции β-элиминирования S-метил- L-

цистеина. За единицу ферментативной активности 
принимали количество фермента, катализирующее 
образование 1 мкМ / мин кетокислоты.

Синтез С115Н МГЛ-Dz конъюгата. N-гидрокси-
сукцинимидный эфир 7-(О)-карбоксиметила (дай-
дзеин-NHS) был синтезирован по методике [18]. 
К раствору 400 мг С115Н МГЛ в 50 мл 50 мМ калий- 
фосфатного буфера (рН 7,0), содержащего 1 мМ ДТТ, 
0,1 мМ ПЛФ и 10 % глицерина, добавляли 400 мкл 
дайдзеин-NHS в диметилформамиде, и реакционную 
смесь перемешивали 4 ч при 4 °С. Далее препарат ди-
ализовали против калий-фосфатного буфера (pH 8,0), 
содержащего1 мM ЭДТА, 0,1 мM ПЛФ, 1 мM ДТТ.

Оценка цитотоксичности конъюгатов С115Н МГЛ-
Dz в присутствии сульфоксидов. Штаммы клеточных 
линий аденокарциномы толстой кишки человека 
SW620, рака поджелудочной железы человека Panc1 
и рака предстательной железы человека 22Rv1 были 
получены из Банка опухолевых штаммов ФГБУ «На-
циональный медицинский исследовательский центр 
онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России. 
Клеточные культуры культивировали в стандартных 
условиях (37 °C, 5 % CO

2
 и 95 % влажности) в пита-

тельной среде DMEM, содержащей 2 мМ L-глутами-
на, 10 % FBS и 100 мкг / мл пенициллина. Пересев 
клеточных монослойных линий осуществляли 3 раза 
в неделю, для снятия клеток с пластиковой поверх-
ности использовали стандартный раствор Версена. 
Для оценки цитотоксичности С115Н МГЛ-Dz в при-
сутствии сульфоксидов S-алк(ен)ил-L-цистеина 
клетки, достигшие логарифмической фазы роста, 
пересевали в 96-луночные планшеты в количестве 
6–8 × 103 клеток на лунку и преинкубировали в ука-
занных выше условиях в течение 24 ч перед добавле-
нием тестируемых препаратов. К преинкубирован-
ным клеткам добавляли С115Н МГЛ-Dz до конечной 
концентрации 1–64 µM (2-кратное серийное разве-
дение) и инкубировали при температуре 37 °C в те-
чение 30 мин. Несвязавшиеся конъюгаты удаляли 
3-кратным промыванием клеток культуральной средой 
DMEM, затем добавляли сульфоксиды S-алк(ен)ил- 
L-цистеина до конечной концентрации 1 мг / мл. Уро-
вень клеточного метаболизма в конце инкубационно-
го периода (24 ч) определяли колориметрическим 
методом МТT [19]. Оптическую плотность получен-
ного раствора формазана в диметилсульфоксиде из-
меряли на планшетном спектрофотометре MultiSkan 
MS (LabSystems, Финляндия) при длине волны 540 нм. 
Ингибирующую концентрацию (IC

50
) рассчитывали 

методом нелинейной регрессии.
Оценка апоптоза. Клетки линии 22Rv1 пересева-

ли в 6-луночные планшеты в количестве 6 × 104 кле-
ток на лунку в 3 мл культуральной среды на основе 
RPMI-1640 (Sigma, США), содержащей 2 мМ L-глу-
тамина, 10 % FBS и 100 мкг / мл пенициллина, 
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преинкубировали при 37 °С и 5 % CO
2
 в течение 24 ч 

перед добавлением тестируемых препаратов C115H 
МГЛ-Dz в концентрациях 0,1; 0,4 и 0,5 µМ и инку-
бировали в течение 30 мин при 37 °C в атмосфе-
ре с 5 % CO

2
. Несвязавшиеся конъюгаты удаляли 

3-кратным промыванием клеток средой RPMI-1640, 
затем добавляли пропиин в концентрации 1 мг / мл 
на 24 ч. После инкубации собирали взвешенные клет-
ки. Для снятия клеток с пластиковой поверхности 
использовали стандартный раствор трипсин-ЭДТА 
0,05 % («ПанЭко», Россия) и осаждали при 1000 об / мин 
в течение 5 мин. Исследования проводили в дуплетах 
с использованием набора реагентов Muse® Caspase-3 / 7 
kit согласно инструкции производителя. Для учета 
результатов использовали клеточный анализатор 
Muse® Cell Analyzer (Millipore, Германия).

Анализ клеточного цикла. Влияние C115H МГЛ-Dz / 
 пропиина на деление клеток линий 22Rv1, SW620 
и SKBR3 оценивали по изменению клеточного цик-
ла. Клетки инкубировали с пропиином, как указано 
выше, в течение 24 ч. Исследования проводили в ду-
плетах с использованием набора реагентов Muse® Cell 
Cycle Assay Kit согласно инструкции производителя. Для 
учета результатов использовали Muse® Cell Analyzer, 
анализируя не менее 2000 клеток в каждой пробе.

Оценка противоопухолевой активности in vivo. 
Оценку противоопухолевой активности С115Н МГЛ-
Dz / пропиин in vivo проводили на перевиваемых ксе-
нографтах человека у мышей Balb / c nude. В исследо-
вании использовали мышей Balb / c nude в возрасте 
6–10 нед c массой тела 23 ± 2 г. Мышей содержали 
в конвенциональном виварии при естественном ос-
вещении, регулируемой температуре воздуха (25 °С), 
с постоянным доступом к воде и корму. Все экспери-
менты проводили в соответствии с этическими требо-
ваниями к исследованиям на биологических моделях 
и экспериментальных животных, утвержденными 
в ФГБУ «Национальный медицинский исследователь-
ский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России. Иммобилизационные материалы (матригель) 
использовали для повышения туморогенности и при-
живаемости клеток. После того как опухоли дости-
гали размера ~100 мм3, мышей рандомизировали 
в 4 группы по 5 животных: 1-я группа (контроль) – 
введение фосфатно-солевого буферного раствора 
(PBS) внутрибрюшинно в объеме 200 мкл, через 1,5 ч 
введение 100 мкл PBS внутрь опухоли; 2-я группа – 
введение внутрибрюшинно 30 ед С115Н МГЛ-Dz 
в 200 мкл PBS, через 1,5 ч введение внутрь опухоли 
3 мг пропиина в 100 мкл PBS; 3-я группа – схема, как 
во 2-й группе, но вместо пропиина вводили PBS; 
4-я группа – введение неконъюгированной C115H 
МГЛ (30 ед в 200 мкл PBS) с последующей инъекци-
ей пропиина (3 мг в 100 мкл PBS). Введение препа-
ратов продолжали в течение 10 дней с интервалом 

24 ч. Объем опухоли и массу тела измеряли 2 раза 
в неделю с помощью электронного штангенциркуля. 
Критериями оценки противоопухолевой активности 
являлось торможение роста опухоли (TРО,  %) у экс-
периментальных животных по сравнению с контро-
лем, рассчитываемое по формуле:

ТРО = 
V

с
 – V

е
 

 V
с

 × 100,

где V
с 
– средний объем опухолей в контрольной груп-

пе (мм3), Vе – средний объем опухолей в опытной 
группе (мм3).

Минимальные критерии активности – ТРО ≥50 %.
Статистический анализ. Результаты были пред-

ставлены в виде среднего значения и стандартного 
отклонения. Сравнительный анализ результатов 
опытных групп и контрольной проводили с исполь-
зованием U-критерия Манна–Уитни. Различия счи-
тали статистически значимыми при р <0,05.

Результаты и обсуждение
Цитотоксический эффект С115Н МГЛ-Dz в при-

сутствии сульфоксидов S-алк(ен)ил-L-цистеина. На-
правленная доставка МГЛ C115H в составе фарма-
кологических пар (С115Н МГЛ-Dz / сульфоксид) 
для образования тиосульфинатов непосредственно 
на поверхности опухолевых клеток может снизить 
токсическое действие тиосульфинатов на организм 
в целом. Для того чтобы выявить линии опухолей, 
наиболее чувствительных к C115H-Dz в присутствии 
метиина, этиина, пропиина или аллиина, фармако-
логическую пару тестировали на культурах опухоле-
вых клеток человека: рак толстой кишки (SW620), рак 
поджелудочной железы (Panc1) и рак предстательной 
железы человека (22Rv1). Как видно из табл. 1, С115Н 
МГЛ-Dz в присутствии пропиина оказывает более 
выраженное антипролиферативное действие на раз-
личные линии опухолевых клеток. Клетки Panc1 про-
являли максимальную чувствительность к С115Н 
МГЛ-Dz / сульфоксидам, и для них наблюдалось са-
мое низкое значение IC

50
 (3,8 µМ). Клетки 22Rv1 

проявляли бо́льшую чувствительность к C115H-Dz /  
сульфоксидам, чем клетки SW620, со значениями IC

50
, 

равными 5,4 µМ.
Индукция апоптоза и изменения клеточного цикла 

под влиянием C115H МГЛ-Dz / пропиина. Использо-
ванный метод учета позволял детально оценить ин-
дукцию апоптоза в культуре клеток под воздействием 
изучаемого препарата. В частности, отдельно учиты-
вали концентрацию клеток, содержащих в цитоплазме 
активные каспазы 3 / 7, с неповрежденной и повре-
жденной мембраной (ранняя и поздняя фазы апоп-
тоза соответственно), а также погибших клеток без 
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признаков активации каспаз (некроз или каспазане-
зависимый апоптоз). Применение C115H МГЛ-Dz 
в различных концентрациях (0,1; 0,4 и 0,5 µМ) в при-
сутствии пропиина (1 мг / мл) приводило к дозозави-
симому увеличению концентрации клеток в ранней 
фазе апоптоза (в клетках 22Rv1: 21,22; 19,56 и 24,02 % 
соответственно) по сравнению с контролем (<2 %) 
(рис. 1). После коинкубации с C115H МГЛ-Dz / про-
пиином наблюдалось увеличение популяции клеток 
в поздней стадии апоптоза: с 35,91 до 38,97 % на ли-
нии клеток 22Rv1. Менее 2 % клеточной популяции 
демонстрировали признаки гибели без активации 
каспаз во всех протестированных клеточных линиях при 
инкубации с C115H МГЛ-Dz / пропиином. Эти резуль-
таты свидетельствуют о том, что дипропилтиосуль-
финат, образующийся в результате реакции β-эли-
минирования пропиина, катализируемой C115H 
МГЛ-Dz, может индуцировать апоптоз как посред-
ством активации каспаз, так и через альтернативные 
пути.

Анализ популяции клеток, находящихся на ста-
диях клеточного цикла G

0
 / G

1
, S, G

2
 / M, показал, что 

при коинкубации с 0,1 и 0,4 µМ C115H МГЛ-Dz 
в присутствии пропиина клетки 22Rv1 делились более 
активно (24,7 и 29,9 % в фазе G

2
 / M соответственно) 

по сравнению с контрольной группой, где концентра-
ция клеток в этой фазе соответствовала 19,7 % (рис. 2). 
Аналогичный результат наблюдали после коинкуба-
ции клеток линии SKBR3 с 0,1 и 0,4 µМ C115H МГЛ-Dz 
в присутствии пропиина: 14,2 и 18,0 % клеток в фазе 
G

2
 / M соответственно (см. рис. 2). Наблюдали сни-

жение концентрации клеток в состоянии покоя (фа-
за G

0
 / G

1
): с 60,8 % в контрольной группе до 55,7 % 

(0,1 µМ C115H МГЛ-Dz) и 52,3 % (0,4 µМ C115H 
МГЛ-Dz) в клетах 22Rv1 и с 71,9 % в контрольной 
группе до 66,4 % (0,1 µМ C115H МГЛ-Dz) и 62,9 % 
(0,4 µМ C115H МГЛ-Dz) в клетках SKBR3. Таким 
образом, полученные нами данные свидетельствуют 
о том, что дипропилтиосульфинат, ферментативно 
образующийся в паре С115Н МГЛ-Dz / пропиин, опо-
средовал снижение концентрации клеток в фазе G

2
 / M, 

т. е. оказывал антипролиферативный эффект.
Фармакологическая пара С115Н МГЛ-Dz / пропи-

ин ингибирует рост подкожных опухолевых ксенограф-
тов рака поджелудочной железы человека Panc1. Терапия 
животных фармакологической парой С115Н МГЛ-Dz / 
 пропиин приводила к значительному уменьшению 
размера опухолей Panc1 (TРО 67 %, p = 0,004) по срав-
нению с контролем. Введение животным фармако-
логической пары с неконъюгированным ферментом 
(C115H МГЛ / пропиин), а также фармакологической 
пары, где сульфоксид заменен на PBS (С115Н МГЛ-Dz / 
 PBS), приводило к уменьшению роста опухоли, од-
нако эффект был статистически незначимым (ТРО 
48 % (p = 0,160) и ТРО 51 % (p = 0,462) соответствен-
но) (табл. 2).

Таблица 1. Цитотоксичность С115Н МГЛ-Dz в присутствии 
сульфоксидов S-алк(ен)ил-L-цистеина*

Table 1. Cytotoxicity of C115H MGL-Dz in the presence of S-alk(en)yl-  
L-cysteine sulfoxides*

Cубстрат 
Substrate

IC
50

 С115Н МГЛ-Dz, µM 
IC

50
 C115H MGL-Dz, µM

Линии опухолевых клеток 
Tumor cell lines

SW620 Panc1 22Rv1

Без
субстратов 
Without 
substrates

Не обнару-
жено 

Not detected

Не обнару-
жено 

Not detected

Не обнару-
жено 

Not detected

Аллиин 
Alliin

Не обнару-
жено 

Not detected
4,5 8,6

Метиин 
Methiin

Не обнару-
жено 

Not detected
5,7 9,8

Этиин 
Ethiin

Не обнару-
жено 

Not detected
5,3 9,9

Пропиин 
Propiin

Не обнару-
жено 

Not detected
3,88 5,4

*Концентрация сульфоксидов – 1 мг / мл. 
*The concentration of sulfoxides – 1 mg / ml.
Примечание. С115Н МГЛ-Dz – C115H метионин γ-лиаза, 
конъюгированная с дайдзеином; IC

50
 – ингибирующая 

концентрация на 50 %. 
Note. C115H MGL-Dz – C115H methionine γ-lyase conjugated  
with daidzein; IC

50
 – inhibitory concentration by 50 %.

Рис. 1. Активность каспаз 3 / 7 при индукции апоптоза на клеточной 
линии рака предстательной железы (22Rv1). Здесь и на рис. 2: С115Н 
МГЛ-Dz – C115H метионин γ-лиаза, конъюгированная с дайдзеином

Fig. 1. Caspase 3 / 7 activity induces apoptosis in prostate cancer line (22Rv1). 
Here and on fig. 2: C115H MGL-Dz – C115H methionine γ-lyase conju-
gated with daidzein
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C115H МГЛ-Dz / пропиин подавляет рост ксено-
графтов рака толстой кишки человека SW620. К 3-му 
дню лечения у всех животных, которым были им-
плантированы суспензии клеточных линий SW620, 
сформировались подкожные макроскопические опу-
холевые узлы. Введение фармакологических пар 
C115H МГЛ-Dz / пропиин, C115H МГЛ / пропиин или 
C115H МГЛ-Dz / PBS приводило к уменьшению роста 
опухоли, однако эффект был статистически незна-
чимым (табл. 3).

Противоопухолевая активность С115Н МГЛ-Dz /  
пропиин in vivo на модели рака предстательной железы 

Рис. 2. Анализ фазы клеточного цикла на клеточных линиях 22Rv1, SW620 и SKBR3 при лечении с С115Н МГЛ-Dz / пропиином

Fig. 2. Analysis of cell cycle phases in 22Rv1, SW620, and SKBR3 cell lines treated with C115H MGL-Dz / propiin

Таблица 2. Противоопухолевая активность фармакологических пар С115Н МГЛ-Dz / пропиин, С115Н МГЛ-Dz / PBS и C115H МГЛ / пропиин 
на модели рака поджелудочной железы человека Panc1

Table 2. Antitumor effect of pharmacological pairs C115H MGL-Dz / propiine, C115H MGL-Dz / PBS and C115H MGL / propiine in the Panc1 human 
pancreatic cancer model

Группа 
Group

Начальный объем 
опухоли, мм3 

Initial tumor  
volume, mm3

Конечный объем 
опухоли, мм3 

Final tumor  
volume, mm3

ТРО, % 
TGI, %

Начальная масса 
тела мыши, г 

Initial body weight  
of a mouse, g

Конечная масса 
тела мыши, г 

Final body weight  
of a mouse, g

1-я (контроль) 
1st (сontrol) 

70,3 ± 10,6 442,9 ± 65,5  – 23,6 ± 0,6 23,7 ± 0,7

2-я (С115Н МГЛ-Dz / пропиин) 
2nd (C115H MGL-Dz / propiin) 

80,3 ± 10,6 143,9 ± 36,9 67* 23,2 ± 0,8 22,5 ± 0,6

3-я (С115Н МГЛ-Dz / PBS) 
3rd (C115H MGL-Dz / PBS) 

69,8 ± 17,7 227,9 ± 61,2 48** 24,3 ± 0,2 24,5 ± 0,6

4-я (С115Н МГЛ / пропиин) 
4th (C115H MGL / propiin)

69,9 ± 18,6 215,7 ± 34,1 51*** 24,1 ± 1,4 24,4 ± 2,0

*p = 0,004; **p = 0,160; *** p = 0,462.
Примечание. Здесь и в табл. 3, 4: C115H МГЛ – C115H метионин γ-лиаза; С115Н МГЛ-Dz – C115H метионин γ-лиаза, 
конъюгированная с дайдзеином; PBS – фосфатно-солевой буферный раствор; ТРО – торможение роста опухоли. 
Note. Here and in the table. 3, 4: C115H MGL-C115H methionine-γ-lyase; C115H MGL-Dz – C115H methionine-γ-lyase conjugated  
with daidzein; PBS – phosphate buffered saline; TGI – tumor growth inhibition.
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22Rv1. Как видно из табл. 4, введение животным фар-
макологической пары С115Н МГЛ-Dz / пропиин при-
водило к значительному уменьшению объема опу-
холевой массы по сравнению с контролем (ТРО 70 %, 
p = 0,043). Введение мышам С115Н МГЛ-Dz / PBS 
приводило к снижению объема опухоли по сравнению 
с контролем (ТРО 23 %, p = 0,165). Средний объем 
опухоли достигал 460,2 ± 108,0 мм3 в контроле, 436,1 ± 
268,6 мм3 – в группе C115H МГЛ / пропиина.

Полученные результаты показывают, что конъю-
гаты С115Н МГЛ-Dz могут связываться на поверх-
ности раковых клеток, при введении сульфоксидов 
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в опухоль С115Н МГЛ-Dz катализируют расщепление 
сульфоксидов с образованием тиосульфинатов, об-
ладающих противоопухолевой активностью. При ле-
чении животных фармакологической парой С115Н 
МГЛ-Dz / пропиин наблюдалось значительное умень-
шение объема опухоли для всех линий. Существенных 
изменений массы тела мышей не наблюдалось ни 
в одной из групп. Это свидетельствует о том, что схе-
ма лечения хорошо переносится и не имеет явных 
побочных эффектов. В опытных группах – С115Н 
МГЛ-Dz / PBS и С115Н МГЛ / пропиин – не наблюда-

лось значительного эффекта в уменьшении объема опу-
холи во всех исследованных клеточных линиях in vivo.

Выводы
Получены конъюгаты C115H МГЛ из Clostridium 

novyi с дайдзеином. Цитотоксичность конъюгата 
в присутствии сульфоксидов S-алк(ен)ил-L-цисте-
ина была продемонстрирована in vitro на различных 
линиях опухолевых клеток. Фармакологическая па-
ра С115Н МГЛ-Dz / пропиин уменьшала рост солидных 
злокачественных новообразований in vivo. Наиболее 

Таблица 4. Противоопухолевая активность фармакологических пар С115Н МГЛ-Dz / пропиин, С115Н МГЛ-Dz / PBS и C115H МГЛ / пропиин 
на модели рака предстательной железы 22Rv1

Table 4. Antitumor activity of pharmacological pairs C115H MGL-Dz / propiin, C115H MGL-Dz / PBS and C115H MGL / propiin in 22Rv1 prostate 
cancer model

Группа 
Group

Начальный объем 
опухоли, мм3 

Initial tumor  
volume, mm3

Конечный объем 
опухоли, мм3 

Final tumor  
volume, mm3

ТРО, % 
TGI, %

Начальная масса 
тела мыши, г 

Initial body weight  
of a mouse, g

Конечная масса 
тела мыши, г 

Final body weight  
of a mouse, g

1-я (контроль) 
1st (сontrol) 

98,7 ± 45,4 460,2 ± 108,0  – 25,2 ± 1,6 28,8 ± 1,2

2-я (С115Н МГЛ-Dz / про-
пиин) 
2nd (C115H MGL-Dz / propiin) 

105,4 ± 55,7 138,5 ± 73,3 70* 25,2 ± 2,8 25,8 ± 2,3

3-я (С115Н МГЛ-Dz / PBS) 
3rd (C115H MGL-Dz / PBS) 

119,8 ± 82,3 352,1 ± 144,8 23** 24,6 ± 1,4 23,7 ± 3,7

4-я (С115Н МГЛ / пропиин) 
4th (C115H MGL / propiin)

104,2 ± 91,1 436,1 ± 268,6 5*** 25,3 ± 0,4 26,1 ± 0,8

*p = 0,043; **p = 0,165; ***p >0,05.

Таблица 3. Противоопухолевая активность фармакологических пар С115Н МГЛ-Dz / пропиин, С115Н МГЛ-Dz / PBS и C115H МГЛ / пропиин 
на модели рака толстой кишки человека SW620

Table 3. Antitumor activity of pharmacological pairs C115H MGL-Dz / propiine, C115H MGL-Dz / PBS and C115H MGL / propiine in SW620 human 
colon cancer model

Группа 
Group

Начальный объем 
опухоли, мм3 

Initial tumor  
volume, mm3

Конечный объем 
опухоли, мм3 

Final tumor  
volume, mm3

ТРО, % 
TGI, %

Начальная масса 
тела мыши, г 

Initial body weight  
of a mouse, g

Конечная масса 
тела мыши, г 

Final body weight  
of a mouse, g

1-я (контроль) 
1st (сontrol) 

82,0 ± 12,9 219,0 ± 26,8  – 25,3 ± 0,9 25,8 ± 0,4

2-я (С115Н МГЛ-Dz / про-
пиин) 
2nd (C115H MGL-Dz / propiin) 

82,1 ± 11,5 170,9 ± 92,9 22,07* 24,4 ± 0,9 22,1 ± 0,4

3-я (С115Н МГЛ-Dz / PBS) 
3rd (C115H MGL-Dz / PBS) 

84,8 ± 10,4 185,0 ± 118,8 15,46** 26,7 ± 0,6 24,8 ± 1,9

4-я (С115Н МГЛ / пропиин) 
4th (C115H MGL / propiin)

83,4 ± 9,3 167,1 ± 35,7 23,78*** 24,7 ± 0,9 24,6 ± 1,0

* p = 0,12; ** p = 0,25; *** p = 0,15.
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чувствительными оказались ксенографты 22Rv1. 
Использование конъюгированной с дайдзеином 
С115Н МГЛ в качестве компонента фармакологичес-
кой пары С115Н МГЛ-Dz / сульфоксиды S-алк(ен)ил- 

L-цистеина позволяет вырабатывать противоопу холевые 
тиосульфинаты непосредственно у поверхности рако-
вой клетки и тем самым значительно минимизировать 
возможные негативные побочные эффекты.
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