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Введение. Араноза является алкилирующим агентом, благодаря чему демонстрирует цитотоксические и цитостатические 
эффекты. Ряд исследований показал, что липосомальная лекарственная форма аранозы обладает некоторыми преимуще-
ствами перед традиционной растворимой формой. Интересно, что липосомальная форма некоторых алкилирующих агентов, 
например цисплатина, повышает уровень экспрессии мРНК генов внешнего пути апоптоза.
Цель исследования – изучение влияния липосомальной и свободной форм аранозы на активность генов, кодирующих рецепто-
ры внешнего пути апоптоза CD95/Fas, TNFR1, TNFR2, TRAIL, DR3 и DR4/5 в клетках линий меланомы mel Kor, mel Z, mel 
Mtp, mel Mtp-X, mel Ibr, mel Ch, mel Is и mel R.
Материалы и методы. Клеточные линии меланомы человека инкубировали с 2 лекарственными формами аранозы – лиофи-
лизатом для приготовления раствора для инъекций и липосомальной. В количественной полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
в реальном времени исследовали уровень экспрессии генов DR3, DR4/5, CD95/Fas, TNFR1, TNFR2 и TRAIL. Уровень экспрес-
сии рассчитывали количественно относительно уровня экспрессии гена ABL.
Результаты. Наиболее подверженным изменениям оказался уровень экспрессии мРНК гена CD95/Fas. Липосомальная форма 
аранозы повысила уровень экспрессии CD95/Fas в клетках линий mel Ibr и mel Mtp-X и понизила в клетках линий mel Ch и mel Is.
Выводы. Таким образом, липосомальная форма аранозы может влиять на устойчивость клеток линий меланомы к апоптозу.
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Background. Aranose is alkylating antineoplastic agent with cytotoxic and cytostatic properties. Liposomal form of aranose has advan-
tages compared with traditional dosage form. Another alkylating agent, cisplatin, promotes mRNA increase expression level of genes, 
which control external apoptosis way.
Objective. We assume that liposomal form of aranose can change the CD95/Fas, TNFR1, TNFR2, TRAIL, DR3 and DR4/5 expres-
sion level in melanoma cell lines mel Kor, mel Z, mel Mtp, mel Mtp-X, mel Ibr, mel Ch, mel Is and mel R.
Materials and methods. There are two forms of aranose were used in this work: liposomal form and traditional diluted form for injec-
tion. Melanoma cell lines were incubated with both forms. We used RQ PCR to evaluate mRNA expression mRNA expression of DR3, 
DR4/5, CD95/Fas, TNFR1, TNFR2 and TRAIL relatively gene ABL.
Results. CD95/FAS mRNA expression level was most changeable. Liposomal aranose increase CD95/FAS expression level in mel Ibr 
and mel Mtp-X cell lines and reduced CD95/FAS expression level in mel Ch and mel Is.
Conclusion. Thus, liposomal aranose can change mRNA CD95/FAS expression level in melanoma cell lines. Using this process, liposo-
mal form can affect the apoptotic cell death of melanoma.
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Введение
Ранее было обнаружено, что липосомальные фор-

мы препаратов из класса нитрозомочевин, в частно-
сти аранозы и ормустина, оказывают цитотоксиче-
ское действие на клеточные линии, резистентные 
к традиционной инъекционной лекарственной фор-

ме – лиофилизату для приготовления раствора для 
инъекций [1]. В клетках резистентных культур не 
экс прессируется рецептор внешнего пути апоптоза 
CD95/Fas [2, 3]. На основании этого можно предпо-
ложить, что в противоопухолевом эффекте арано-
зы-лио и ормустина-лио рецептор CD95/Fas играет 
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значимую роль, так как в его отсутствие клетка менее 
чувствительна к инициации внешнего пути апоптоза 
(клеточной гибели). Из данных литературы известно, 
что липосомальный цисплатин вызывает гибель 
опухолевых клеток, резистентных к относительно 
низким дозам химиопрепаратов, активируя экспрес-
сию белков, ответственных за реализацию внешнего 
пути апоптоза [4, 5]. Внешний путь активации апоп-
тоза начинается с контакта мембранных рецепторов 
суперсемейства TNFSFR, гомологичных друг другу, 
с собственными лигандами [6]. Потеря этих рецеп-
торов часто становится причиной развития лекар-
ственной резистентности опухолевых клеток. С дру-
гой стороны, восстановление исходного уровня 
экспрессии данных рецепторов на поверхности клет-
ки может увеличить эффективность противоопухо-
левой терапии.

В связи с этим целью настоящей работы было 
исследование влияния липосомальной и свободной 
форм аранозы на активность генов, кодирующих ре-
цепторы внешнего пути апоптоза CD95/Fas, TNFR1, 
TNFR2, TRAIL, DR3 и DR4/5 в клетках линий мела-
номы mel Kor, mel Z, mel Mtp, mel Mtp-X, mel Ibr, mel 
Ch, mel Is и mel R.

Материалы и методы
клеточные линии
Исследования проводили на 8 клеточных линиях 

диссеминированной меланомы человека: mel Kor, 
mel Z, mel Mtp, mel Mtp-X, mel Ibr, mel Ch, mel Is 
и mel R, полученных из банка клеточных культур 
ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» Минздрава России. 
Клеточные линии культивировали в среде RPMI-1640, 
содержащей 10 % телячьей эмбриональной сыворот-
ки, 10 мМ HEPES, 2 мМ L-глутамина, пенициллин 
(25 000 Ед) – стрептомицин (25 000 мкг), пируват 
натрия, 0,1 % раствор аминокислот и 0,1 % раствор 
витаминов при 37 °C в атмосфере 5 % СО

2
 (полная 

среда). Клетки поддерживали в логарифмической фазе 
роста постоянным пересевом культуры через 3–4 дня.

Противоопухолевые препараты
Исследовали 2 лекарственные формы аранозы, 

препарата из группы нитрозоалкилмочевины:
• араноза, лиофилизат для приготовления раство-

ра для инъекций, 500 мг (араноза-лио), произ-
водства филиала «Наукопрофи» ФГБУ «РОНЦ 
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;

• липосомальная лекарственная форма аранозы (ли-
посомальная араноза), предоставленная лабора-
торией разработки лекарственных форм НИИ 
ЭДиТО ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» Минз-
драва России.
Было изучено влияние аранозы-лио, липосомаль-

ной аранозы и пустых липосом на экспрессию мРНК 

рецепторов апоптоза суперсемейства TNFSFR – CD95/ 
Fas, TNFR1, TNFR2, TRAIL, DR3, DR4/5 в клетках 
линий меланомы человека. Клетки инкубировали 
с препаратами в концентрации 0,5 ИК50 в течение 72 
часов.

Подготовка клеточного материала и выделение 
общей рнк
Клетки снимали с культуральных флаконов 

0,02 % раствором Версена объемом 2 мл, содержа-
щим 0,25 % трипсина. Клетки находились в трипсине 
2 мин при постоянном наблюдении за их состоянием 
с помощью микроскопа. Добавляли 10 мл буфера 
STE (0,1 M NaCl, 1 M трис-HCl, pH 8,0, 1 мМ ЭДТА) 
и центрифугировали в течение 5 мин при 800 об/мин. 
Удаляли супернатант, а клеточный осадок ресуспен-
дировали в 5 мл физиологического раствора и цен-
трифугировали в течение 5 мин при 1200 об/мин. 
Из полученного осадка клеток далее выделяли РНК.

Выделение РНК из предварительно обработан-
ных образцов производилось по протоколу, предло-
женному P. Chomczynski и N. Sacchi [7]. Подготов-
ленный клеточный материал лизировали в 0,5 мл 
гуанидин-тиоционатного буфера (4 M тиоционата 
гуанидина, 25 мМ цитрата натрия, 0,5 % N-лаурил-
саркозината натрия и 0,1 M меркаптоэтанола). Во вре-
мя лизиса материал пропускали через иглу 19G не ме-
нее 20 раз. Далее в пробирку добавляли 0,5 мл 
водонасыщенного фенола (pH 5,2) и 0,125 мл раство-
ра ацетата натрия (pH 4,2), встряхивали и добавляли 
0,25 мл хлороформа. Полученную смесь встряхивали 
до молочно-белого цвета и центрифугировали в те-
чение 10 мин при 12 000 об/мин и охлаждении до 4 °C. 
После центрифугирования отбирали 0,65 мл верхней 
водной фазы, содержащей клеточную РНК, и сме-
шивали с 0,65 мл изопропанола. Инкубирование 
РНК в изопропаноле проводилось в течение 20 ч при 
температуре –20 °C. После инкубирования РНК осаж-
дали центрифугированием в течение 10 мин при 
12 000 об/мин, удаляли супернатант и 2 раза промы-
вали в 80 % этаноле. После промывок осадок РНК 
высушивали в термостате в течение 20 мин при 37 °С, 
растворяли в 20 мкл деионизованной воды и измеря-
ли концентрацию раствора.

Для синтеза кДНК с использованием ревертазы 
брали 2 мкг матричной РНК, выделенной на преды-
дущем этапе. Реакцию обратной транскрипции про-
водили с использованием фермента RevertAid Reverse 
и коммерческого набора реактивов (Fermentas, США) 
в условиях, предложенных фирмой-производителем. 
Для отжига использовали смесь случайных гексаме-
ров («Синтол», Россия). В качестве отрицательного 
контроля использовали рабочую смесь без добавления 
РНК. Пробу доводили до конечного объема 120 мкл 
деионизованной водой.
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количественная полимеразная цепная реакция 
в реальном времени
Количественную ПЦР в реальном времени про-

водили с использованием 2-кратной реакционной 
смеси (40 мM трис-HCl, 100 мM KCl, 4 мM MgCl

2
, 

1 мM каждого из 4 дезоксирибонуклеотидов и 0,2 мM 
β-меркаптоэтанола) и Taq ДНК-полимеразы (Fermen-
tas, США). В каждую пробу было добавлено 5 μl кДНК, 
250 нМ прямого, 250 нМ обратного праймера и 140 нМ 
флуоресцентного зонда. Подбор праймеров и флуо-
ресцентных зондов проводили с использованием 
программы Vector NTI 10 на основе данных нуклеотид-
ных последовательностей генов DR3, DR4/5, CD95/Fas, 
TNFR1, TNFR2 и TRAIL, доступных на интернет-ре-
сурсе http://www.ncbi.nlm.nih. gov/pubmed.

В каждом образце был исследован уровень экс-
прессии генов DR3, DR4/5, CD95/Fas, TNFR1, TNFR2 
и TRAIL. Уровень экспрессии рассчитывали количе-
ственно относительно уровня экспрессии гена ABL.

Данный эксперимент проводили на приборе 
DTlite («ДНК-технология», Россия). Программа про-
ведения реакций была следующей: предварительная 
обработка в течение 5 мин при 94 °C и 45 циклов де-
натурации в течение 10 с при 94 °C с последующим от-
жигом праймеров и синтезом в течение 12 с при 60 °C.

Для детекции флуоресценции был выбран канал 
Hex. Измерения велись по общепризнанной мето-
дике относительно гена ABL, уровень экспрессии 
которого был принят за 100 % [8]. В качестве поло-
жительного контроля использовали векторы pET-
15b, экспрессирующие клонированные геномные 
последовательности. Правильность синтезированных 
олигонуклеотидных последовательностей подтверж-
дена секвенированием по Сэнгеру на анализаторе 
ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Bio systems, 
США).

Статистический анализ данных
Сравнение количественного уровня экспрессии 

генов в различных линиях проводили методом χ2 
в открытой статистической программе PAST 3. Раз-
личия считали достоверными при уровне значимости 
p < 0,05.

Результаты
Активность генов, кодирующих рецепторы апо-

птоза суперсемейства TNFSFR – CD95/Fas, TNFR1, 
TNFR2, TRAIL, DR3 и DR4/5, оценивали количест-
венно в 8 клеточных линиях диссеминированной 
меланомы человека на основании уровня экспрессии 
мРНК (табл. 1).

Из табл. 1 видно, что в исследуемых клеточных 
культурах преобладала экспрессия мРНК CD95/Fas-
рецептора. В клетках линий mel Ch, mel Ibr, mel Is 
и mel R наблюдался более высокий уровень экспрес-
сии мРНК CD95/Fas (46,65; 17,68; 61,56 и 16,49 % 
соответственно), чем в клетках остальных линий. 
В клетках линии mel Ibr наблюдалась коэкспрессия 
мРНК CD95/Fas и DR3 (на уровне 5 %). Гены других 
рецепторов инициации внешнего пути апоптоза 
в клетках большинства линий либо вообще не экс-
прессировались, либо были малоактивны. Так, в клет-
ках линий mel Kor и mel Ibr наблюдалась экспрессия 
генов TNFR2 и TRAIL, а в клетках линии mel Z – DR3.

Было изучено действие 2 лекарственных форм 
аранозы – аранозы-лио и липосомальной аранозы – 
и пустых липосом, не содержащих аранозу, на уровень 
экспрессии мРНК генов рецепторов суперсемейства 
TNFSFR. Данные лекарственные формы оказали 
различные эффекты на активность генов (табл. 2).

Наиболее чувствительными к препаратам ока-
зались клетки линии mel Ibr. В них липосомальная 
араноза вызывала повышение уровня экспрессии мРНК 

таблица 1. Уровень экспрессии мРНК рецепторов апоптоза суперсемейства TNFSFR в клетках меланомы человека

линия клеток
Уровень мрнк рецептора внешнего пути апоптоза,  %*

CD95/Fas TNFR1 TNFR2 TRAIL DR3 DR4/5

mel Ch 46,65 ± 2,15 0 0 0 0 0

mel Ibr 17,68 ± 0,72 0 0,05 ± 0,01 0,05 ± 0,01 5,08 ± 0,2 0

mel Is 61,56 ± 2,74 0 0 0 0 0

mel Kor 2,72 ± 0,13 0 0,24 ± 0,01 0,22 ± 0,01 0 0

mel Mtp 2,72 ± 0,14 0 0 0 0 0

mel Mtp-X 0,96 ± 0,03 0 0 0 0 0

mel R 16,49 ± 0,73 0 0 0 0 0

mel Z 0,32 ± 0,01 0 0 0 0,32 ± 0,01 0

*Измерения проводили относительно гена ABL, уровень экспрессии которого был принят за 100 %.
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таблица 2. Влияние аранозы-лио, липосомальной аранозы и пустых липосом на экспрессию мРНК рецепторов клеточной гибели 
суперсемейст ва TNFSFR

линия 
клеток

Препарат
Уровень мрнк рецептора внеклеточного пути апоптоза, %*

DR3 DR4/5 CD95/Fas TNFR1 TNFR2 TRAIL

mel Ibr

ПЛ 1,18 ± 0,04** 0 18,95 ± 1,08 0 23,33 ± 0,95* 0,03 ± 0,01

ЛА 0 0 348,22 ± 21,4* 0 0,84 ± 0,03* 0,84 ± 0,03*

А 5,83 ± 0,53 0 87,06 ± 2,07* 0 0,10 ± 0,02 0,10 ± 0,02

Контроль 5,08 ± 0,14 0 17,68 ± 0,92 0 0,05 ± 0,01 0,05 ± 0,01

mel Kor

ПЛ 0,17 ± 0,02 0 12,50 ± 0,87* 0 0,34 ± 0,01* 0,34 ± 0,01*

ЛА 0 0 20,31 ± 1,14* 0 0,73 ± 0,02* 0,73 ± 0,03*

А 0 0 20,31 ± 2,04* 0 0,52 ± 0,02* 0,52 ± 0,02*

Контроль 0 0 2,72 ± 0,04 0 0,24 ± 0,01 0,22 ± 0,01

mel Mtp

ПЛ 0 0 3,85 ± 0,19* 0 0 0

ЛА 0 0 1,27 ± 0,03* 0 0 0

А 0 0 0,90 ± 0,05* 0 0 0

Контроль 0 0 2,72 ± 0,06 0 0 0

mel Mtp-X

ПЛ 0 0 1,36 ± 0,03* 0 0 0

ЛА 0 0 7,69 ± 0,29* 0 0 0

А 0 0 2,72 ± 0,01* 0 0 0

Контроль 0 0 0,96 ± 0,07 0 0 0

mel Z

ПЛ 0,02 ± 0,01* 0 0,18 ± 0,03* 0 0 0

ЛА 0,42 ± 0,02 0 0,42 ± 0,02* 0 0 0

А 0,55 ± 0,09 0 0,55 ± 0,06* 0 0 0

Контроль 0,32 ± 0,04 0 0,32 ± 0,04 0 0 0

mel Ch

ПЛ 2,06 ± 0,11* 0 7,69 ± 0,31* 0 0 0

ЛА 1,79 ± 0,07* 0 3,59 ± 0,12* 0 0 0

А 0 0 7,69 ± 0,31* 0 0 0

Контроль 1,46 ± 0,06 0 46,65 ± 2,13 0 0 0

mel Is

ПЛ 0 0,34 ± 0,01 6,25 ± 0,24* 0 0 0

ЛА 0,84 ± 0,03 0 12,50 ± 0,45* 0 0 0

А 0 0,28 ± 0,01 0 0 0 0

Контроль 0,90 ± 0,03 0 61,56 ± 2,78 0 0 0

mel R

ПЛ 1,03 ± 0,04* 0 18,95 ± 0,67 0 0 0

ЛА 0,55 ± 0,02* 0 21,76 ± 0,87* 0 0 0

А 0,59 ± 0,02* 0 21,76 ± 0,79* 0 0 0

Контроль 0,10 ± 0,01 0 16,49 ± 0,56 0 0 0

Примечание. ПЛ – пустые липосомы; ЛА – липосомальная араноза; А – араноза-лио. * Измерения велись относительно гена ABL, уровень 
экспрессии которого был принят за 100 %; ** р < 0,05 относительно контроля

CD95/Fas-рецептора в 20 раз по сравнению с контро-
лем – до 348 %, тогда как в контроле экспрессия 
мРНК составляла 17,68 %. Араноза-лио также вызы-
вала повышение уровня экспрессии мРНК CD95/Fas 
в 5 раз по сравнению с контролем – до 87 %. Кроме 

того, в клетках mel Ibr зарегистрировано повышение 
уровня экспрессии мРНК рецептора TNFR2 до 23,33 % 
после инкубирования с пустыми липосомами. Во всех 
оставшихся линиях пустые липосомы не влияли на экс-
прессию мРНК рецепторов внешнего пути апоптоза.
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После инкубации с исследуемыми препаратами 
произошли значительные изменения только уровня 
экспрессии мРНК CD95/Fas. В клетках линии mel Kor 
обе лекарственные формы аранозы вызвали повы-
шение экспрессии мРНК CD95/Fas в 10 раз по срав-
нению с контролем – до 20 %. В клетках линии mel 
Mtp-X, в которых изначально отсутствовала мРНК 
CD95/Fas, после взаимодействия с липосомальной 
аранозой экспрессия мРНК CD95/Fas повышалась 
на 7,69 %, а после инкубации с аранозой-лио – до 2,72 %. 
В клетках линии mel R, изначально имеющих доста-
точно высокий уровень экспрессии мРНК CD95/Fas 
(16,49 %), он незначительно и в одинаковой степени 
повышался после инкубации с обеими лекарствен-
ными формами (до 21,76 %). В клетках линии mel Z 
уровень экспрессии мРНК CD95/Fas был очень низ-
ким как в контроле, так и после инкубации с препа-
ратами. В клетках линии mel Mtp, несмотря на нали-
чие на поверхности рецептора CD95/Fas, наблюдали 
небольшой процент экспрессии мРНК CD95/Fas, 
который снижался после инкубации с обеими лекар-
ственными формами аранозы, но повышался после 
инкубации с пустыми липосомами. В клетках линий 
mel Ch и mel Is, у которых изначально наблюдался 
высокий уровень экспрессии мРНК CD95/Fas, 
под влиянием препаратов он значительно снизился.

Обсуждение
Согласно данным литературы утрата CD95/Fas-

рецептора приводит к устойчивости клетки к химио-
препаратам [9–15]. Предполагалось, что CD95/Fas-
рецептор необходим для реализации механизма 
действия традиционных лекарственных форм проти-
воопухолевых препаратов, но оставалось неясным, 
каким образом действует липосомальная лекарствен-
ная форма препарата.

M. Koch и соавт. изучали механизмы резистент-
ности к цисплатину, который, как и араноза, отно-
сится к алкилирующим агентам и вызывает гибель 
клеток через повреждение их ДНК. По данным пер-
вых наблюдений, эффективность действия препара-
та или, наоборот, резистентность клеток линии рака 
яичников к цисплатину не коррелирует со степенью 
повреждения их ДНК. М. Koch и соавт. заключили, 
что липосомальный цисплатин в отличие от свобод-
ного препарата вызывает гибель резистентных опу-
холевых клеток, активируя внешний путь апоптоза 
через TNF-рецептор [4, 16]. Позже эта группа иссле-
дователей обнаружила, что при действии липосо-
мального цисплатина повышается активность генов, 
ответственных за реализацию внешнего пути апоп-
тоза [5]. Цисплатин в свободной форме, наоборот, 
стимулирует работу систем, ответственных за разви-
тие апоптоза по внутриклеточному пути. Хотя M. Koch 
и соавт. не исследовали все белки-участники процес-

са апоптоза, они убедительно показали, что липосо-
мальная форма алкилирующего агента обладает 
значительным цитостатическим эффектом.

Мы предположили, что липосомальная форма 
аранозы может активировать экспрессию генов ре-
цепторов внешнего пути апоптоза в клетках линий 
меланомы, как это было показано в работе с липосо-
мальным цисплатином [4, 5]. Для этого мы изучили 
уровень экспрессии мРНК рецепторов внешнего пути 
апоптоза и его изменение после инкубирования с тра-
диционной и липосомальной лекарственными фор-
мами аранозы. В результате было обнаружено, что 
в исходных клетках линий диссеминированной мела-
номы человека из всех рецепторов внешнего пути 
апоптоза в основном активен CD95/Fas-рецептор. Он 
присутствует в 6 из 8 исследованных клеточных ли-
ний: mel Ch, mel Ibr, mel Is, mel Kor, mel Mtp и mel R. 
В клетках линий mel Mtp-X и mel Z экспрессия мРНК 
рецепторов внешнего пути апоптоза не наблюдалась.

В 7 из 8 исследованных клеточных линий мела-
номы после инкубирования с различными лекар-
ственными формами аранозы менялся уровень экс-
прессии мРНК гена CD95/Fas. В некоторых случаях 
(линии mel Ibr и mel Mtp-X) липосомальная араноза 
вызывала более выраженное повышение уровня экс-
прессии CD95/Fas, чем араноза-лио. В других случаях 
(линии mel Ch и mel Is) уровень экспрессии CD95/Fas 
в присутствии липосомальной формы аранозы сни-
жался. Возможно, сделанное ранее предположение о том, 
что липосомальная араноза не использует CD95/Fas-
рецепторный путь [2], требует уточнения, а именно: 
это может происходить не в каждой линии клеток.

Линии, в которых наблюдались эффекты пониже-
ния или повышения уровня экспрессии гена CD95/Fas, 
относятся к низкодифференцированным [17]. Для 
низкодифференцированных линий характерны зна-
чительное количество генетических аномалий и боль-
шая резистентность к противоопухолевым препаратам. 
Эффект повышения уровня экспрессии гена CD95/Fas 
может быть предиктором высокой эффективности 
липосомальной лекарственной формы, по крайней 
мере для части высокозлокачественных клеток.

Заключение
Обе лекарственные формы аранозы приводят к раз-

личным эффектам, в том числе к повышению и по-
нижению уровня экспрессии мРНК гена CD95/Fas. 
Данные эффекты наблюдаются в основном в низко-
дифференцированных линиях меланомы. Стимули-
рование экспрессии гена CD95/Fas имеет большое 
значение для разработки новых терапевтических 
подходов, основанных на применении липосомаль-
ной формы аранозы, так как они позволяют рассчи-
тывать на понижение устойчивости опухолевой клет-
ки к апоптозу.
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