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Несмотря на то, что меланома кожи относится к опухолям наружных локализаций, она является лидером по онкологической 
смертности во многих странах мира. Раннее метастазирование меланомы даже при начальных стадиях опухолевого процес-
са свидетельствует о высоком злокачественном потенциале опухоли. Более того, метастатическая меланома нередко 
устойчива к режимам лекарственной терапии, что является существенной проблемой на сегодняшний день. Агрессивность 
течения меланомы, ее устойчивость к противоопухолевым препаратам связывают с наличием популяции опухолевых ство-
ловых клеток, для которых характерны нарушения регуляции сигнальных путей и аберрантные фенотипы. Формированию 
опухолевых стволовых клеток способствует их микроокружение. Поверхностные маркеры, экспрессируемые опухолевыми 
стволовыми клетками, включают в себя белки-транспортеры – медиаторы лекарственной резистентности. Изучение 
микроокружения, активности экспрессируемых антигенных детерминат позволяет понять процессы формирования рези-
стентности и разработать стратегии ее преодоления. В статье приводится анализ современных данных литературы 
о значимости опухолевых стволовых клеток в развитии лекарственной резистентности меланомы.
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Despite the fact that melanoma is a tumor of visual localization, mortality from skin melanoma remains one of the leading causes 
of mortality worldwide. Early metastasis of melanoma, even during the initial stages of the tumor process, indicates a high malignant 
potential of the tumor. Moreover, metastatic melanoma is resistant to current chemotherapy regimens, which is a significant problem 
today. Progression, resistance to drug therapy of skin melanoma is associated with a population of tumor stem cells, which are charac-
terized by dysregulation of signaling pathways and aberrant phenotypes. The formation of tumor stem cells contributes to their microen-
vironment. Surface markers expressed by tumor stem cells include transporter proteins that mediate chemoresistance. The study of the micro-
environment, the activity of the expressed antigenic determinants makes it possible to understand the processes of chemoresistance 
formation and to discover (develop) strategies for its overcoming. The article provides an analysis of the literature data on the signifi-
cance of tumor stem cells in the development of drug resistance of melanoma.

Кey words: tumor stem cells, melanoma, drug resistance, CD271, ABCB5

Введение
Меланома кожи – агрессивная злокачественная 

неэпителиальная опухоль с высоким потенциалом 
метастазирования. Несмотря на то, что выживае-
мость пациентов с диагнозом «меланома» значитель-

но улучшилась за последние десятилетия, современные 
эпидемиологические исследования четко демонстри-
руют рост заболеваемости [1]. По прогнозу Всемир-
ной организации здравоохранения, частота возник-
новения меланомы в течение ближайших 10 лет 
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вырастет на 25 %, что позволяет рассматривать этот 
факт как общемировую тенденцию [2].

Своевременная диагностика меланомы кожи 
на ранних стадиях и радикальное хирургическое удале-
ние первичной опухоли могут служить залогом успеш-
ного лечения меланомы. Тем не менее даже при 
 современном уровне развития медицины каждый 
3-й случай меланомы заканчивается летальным ис-
ходом. Это обусловлено выраженной инвазивной 
способностью опухолевых клеток и, как следствие, 
высокой частотой прогрессирования, что является 
одной из основных проблем, с которой сталкивается 
онколог при лечении больных меланомой. Так, для 
пациентов с «тонкой» меланомой (толщина по Брес-
лоу <1 мм), на долю которых приходится около 70 % 
новых случаев, риск диссеминации составляет 25 % [3]. 
Несмотря на совершенствование адъювантной те-
рапии меланомы, приблизительно у 75 % больных, 
относящихся к группе высокого (стадии IIC, IIIB 
и IIIC) риска прогрессирования, метастазы развива-
ются в первые 2 года [4].

Лечение метастатической меланомы является осо-
бенно сложной задачей, поскольку пациенты имеют 
высокую склонность к рецидивам и часто становятся 
резистентными к используемому терапевтическому 
агенту [5]. Несмотря на разработку и широкое вне-
дрение в практическое здравоохранение таргетной 
и иммуноонкологической терапии, показавшей не-
сомненное клиническое преимущество по сравнению 
со стандартными химиотерапевтическими режима-
ми, 5-летняя выживаемость пациентов с метастазами 
составляет не более 16 % [6], а 10-летний рубеж 
 переживают не более 10 % больных пациентов [7]. 
Устойчивость меланомы к лекарственной и лучевой 
терапии – основным методам лечения опухолей оста-
ется серьезной проблемой для клиницистов [8, 9].

Все больше появляется доказательств того, 
что минорная популяция опухолевых стволовых 
клеток (ОСК) является причиной развития рези-
стентности меланомы к системной лекарственной 
терапии. ОСК характеризуются экспрессией опреде-
ленных поверхностных маркеров резистентности, 
а также антиапоптотических молекул, вместе с тем для 
них свойственна относительная устойчивость к окис-
лительным процессам и повреждениям ДНК.

В связи с этим изучение фенотипа ОСК, сигналь-
ных путей, микросреды – неотъемлемая ступень 
к пониманию процессов формирования лекарствен-
ной резистентности меланомы кожи. Таким образом, 
глобальной целью перед мировым научным сообще-
ством на сегодняшний день является разработка 
лечебных стратегий по элиминации популяции ре-
зистентных ОСК для достижения полного контроля 
над заболеванием, которое остается одной из веду-
щих причин смертности во всем мире [10, 11].

Опухолевые стволовые клетки
Хотя на протяжении десятилетий было известно, 

что опухоли не являются однородными, недавнее 
исследование секвенирования следующего поколения 
показало, что злокачественные образования имеют 
гораздо более высокую степень генетической внутри-
опухолевой гетерогенности, чем считалось ранее, 
и фенотипическое разнообразие этих субпопуляций 
может способствовать опухоли быстро адаптировать-
ся и переживать химиотерапевтическое лечение [12].

Экспериментальные данные в онкологии послед-
них нескольких лет подтверждают и углубляют хоро-
шо известное положение о том, что злокачественные 
опухоли представляют собой гетерогенную популя-
цию клеток с различными биологическими свойства-
ми [13–16]. Гетерогенность опухоли обусловлена 
мутациями, которые возникают в новых клонах 
опухолевых клеток, и зависит от ее микроокружения.

Существуют 2 доминирующие концепции 
для объяснения опухолевой гетерогенности: 1) теория 
ОСК, или иерархическая модель и 2) стохастическая 
модель (рис. 1) [17]. Стохастическая модель утверждает, 
что все клетки в опухоли обладают сходным онкоген-
ным и самообновляющимся потенциалом и что ге-
терогенность является результатом процесса кло-
нального отбора, при котором отдельные опухолевые 
клетки приобретают генетические или эпигенетиче-
ские изменения. Эти изменения часто обусловлены 
микроокружением опухоли и являются результатом 
внешних факторов, таких как гипоксический стресс, 
иммунная атака, метаболический стресс или лекар-
ственное / токсическое воздействие, которые прида-
ют фенотипические различия опухолевым клеткам 
и предоставляют им преимущество или недостаток 
в выживании [18].

Иерархическая модель, в отличие от стохасти-
ческой, предполагает, что рост и прогрессирование 
многих видов рака обусловлены небольшими субпо-
пуляциями клеток, которые называют опухолевыми 
стволовыми. ОСК обладают способностями к само-
обновлению и дифференцировке, а также к стимули-
рованию роста и метастазирования опухолей, тогда 
как большинство опухолевых клеток имеет ограни-
ченный пролиферативный потенциал [19–21]. 
По сравнению с доминирующим клоном опухолевых 
клеток и нормальными стволовыми клетками (СК) 
ОСК имеют нарушение регуляции сигнальных путей 
и аберрантные фенотипы. Несмотря на то что ОСК 
обладают определенными функциональными свой-
ствами (неограниченное число делений и постоян-
ное самовоспроизведение), они обычно идентифи-
цируются на основании экспрессии специфических 
маркеров клеточной поверхности, что позволяет 
проводить их выделение из популяции опухолевых 
клеток [22].
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Фенотип клеток меланомы и микроокружение
Физиологические СК меланоцитов характеризу-

ются фенотипом Pax3+, Sox10– и Mitf [23]. Баланс 
между самообновлением и дифференцировкой СК 
меланоцитов, располагающихся в определенном ме-
сте волосяного фолликула, покоем и пролиферацией 
дополнительно регулируется сигнальными молеку-
лами Notch и / или Wnt (рис. 2). Нарушение этих ре-
гуляторных сигналов приводит к ошибкам в способ-
ности СК меланоцитов поддерживать свои пулы СК 
или обеспечивать пигментированное потомство [24].

Считается, что гомеостаз этих ограниченных по 
происхождению СК меланоцитов поддерживается 
посредством взаимодействий с физиологической 
микросредой, в основном состоящей из E-кадге-
рин-экспрессирующих кератиноцитов. На СК также 
влияют эпителиальные СК, белки внеклеточного 
матрикса и ряд секретируемых факторов, которые 
способствуют или ограничивают их мультипотент-
ность или самообновление. Таким образом, микро-
среда предотвращает истощение СК, одновременно 
защищая организм от их избыточной пролиферации. 
СК, в свою очередь, способны влиять на стромальное 
окружение, используя его для своего развития.

Фенотип меланомы описан как пластический 
и мультипотентный, аналогичный во многих отно-
шениях фенотипу эмбриональных СК [25]. Поверх-
ностные маркеры, которые экспрессируются стволо-
выми клетками меланомы (СКМ), включают ABCB5, 
CD133, 271, CD20. Кроме того, Nodal или BMP4 
могут секретироваться популяциями СКМ. Различ-
ные изменения в микроокружении могут способ-
ствовать формированию СКМ и последующему 
СКМ-управляемому меланомагенезу.

Клетки злокачественного микроокружения (в чис-
ле которых мезенхимальные СК) продуцируют боль-
шое количество пролиферативных факторов роста, 
включая bFGF, HIF, IGF-1, TGF-β и VEGF. Послед-
ние стимулируют пролиферацию СКМ [26].

Факторы роста продуцируются N-кадгерин-экс-
прессирующими эндотелиальными клетками, фибро-

бластами. СКМ могут активно изменять окружающую 
микросреду с помощью секретируемых факторов 
(Nodal или BMP), поддерживая тем самым нишу, 
благоприятную для возникновения и роста опухоли 
[27]. CD166, CXCR4 или NEDD9 могут играть роль 
в инвазии, миграции и метастазировании клеток 
меланомы [28].

Для ОСК характерна аберрантная активация 
сигнальных путей, что приводит к нарушению баланса 
между самообновлением и дифференцировкой ОСК и, 
как следствие – неконтролируемой пролиферации 
клеток [29]. Молекулы Nodal и меланотрансферрин 
ассоциированы с онкогенным потенциалом мелано-
мы и ростом опухоли [27]. В ходе меланомагенеза 
возможно слияние СКМ с более дифференцирован-
ными, включая нормальные типы, клетками [30]. Это 
позволяет ОСК имитировать нормальные фенотип 
и функции СК. Пластичность СКМ таким образом 
маскирует популяции от иммунного надзора. Вместе 
с тем относительный покой, нарушение функции 
апоптоза, выраженная экспрессия ABCB5 и других 
медиаторов способствуют устойчивости СКМ к те-
рапии.

Лекарственная резистентность  
и опухолевые стволовые клетки
Исследователи сообщают, что субпопуляции 

СКМ могут быть причиной резистентности данной 
опухоли к лекарственной терапии и инициировать 
рост опухоли через продолжительное время после 
полной клинической ремиссии [14, 31, 32]. Субпо-
пуляции СК отличаются выраженной экспрессией 
антиапоптотических белков и высокой активностью 
медиаторов химиорезистентности. Установлено, что 
гиперэкспрессия СD133 популяцией СКМ связана 
с прогрессированием заболевания на фоне стандарт-
ной системной лекарственной терапии, в то время 
как ингибирование CD133 приводит к торможению 
опухолевого роста и процессов метастазирования 
[33]. E. Monzani и соавт. обнаружили, что  СКМ с фе-
нотипом, характеризующимся позитивностью CD133, 

рис. 1. Модели опухолевых стволовых клеток: а – иерархическая; б – динамическая, управляемая TME модель (адаптировано из [17])

Fig. 1. Model of tumor stem cells: a – hierarchical; б – dynamic, TME-driven model (adapted from [17])

а б
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выраженно экспрессировали ABCG2. N. Y. Frank 
и соавт. продемонстрировали, что при меланоме хе-
морезистентность к доксорубицину обусловлена по-
вышенной экспрессией СКМ транспортера ABCB5. 
G. Rappa и соавт. предложили рассматривать популя-
цию СКМ CD133+ в качестве потенциальной мишени 
для таргетной терапии при метастатической мелано-
ме [34]. В аналогичной роли рассматриваются СКМ, 
экспрессирующие CD20, поскольку использование 
анти-CD20-антител у больных меланомой кожи, 
резистентных к нескольким видам системной лекар-
ственной терапии, приводило к длительным ремис-
сиям [35, 36].

Установлено, что высокие уровни экспрессии мар-
кера CD271 СКМ у пациентов коррелируют с высо-
ким метастатическим потенциалом опухоли и худшим 
прогнозом [37, 38]. G. Restivo и соавт. в исследовании 
показали, что CD271 является ключевым эффектором 
в переключении фенотипа клеток меланомы [39]. 
Согласно модели «переключения фенотипов» агрес-
сивный характер клеток меланомы обусловлен их 
внутренним потенциалом для динамического пере-
хода от высокопролиферативного / низкоинвазивно-
го к низкому пролиферативному / высокоинвазив-
ному состоянию [28, 40, 41]. CD271 играет двоякую 

роль в этом процессе, уменьшая распространение, 
одновременно способствуя инвазивности опухоли. 
Динамическая модификация экспрессии CD271 
позволяет опухолевым клеткам пролиферировать 
при низких уровнях экспрессии CD271 [22]. Тормо-
жение опухолевого роста происходит при выражен-
ной экспрессии данного маркера. Возобновление 
пролиферации ОСК на удаленном участке возможно 
после уменьшения экспрессии CD271. Механически 
расщепленный внутриклеточный домен CD271 кон-
тролирует пролиферацию, тогда как взаимодействие 
CD271 с рецептором нейротрофина Trk-A модулиру-
ет клеточную адгезию и инвазивность [39].

Приобретение инвазивного поведения клеток 
сопряжено также с процессом эпителиально-мезен-
химального перехода (ЭМП), при котором наблюда-
ется ослабление межклеточной адгезии ввиду утраты 
или снижения экспрессии клетками молекул Е-кад-
герина. Последнее является одним из механизмов, 
запускающих процессы метастазирования, форми-
рования преметастатических ниш [26]. С учетом 
научных данных в отношении популяции СКМ, 
экспрессирующих CD271, интересными представля-
ются результаты исследования А. Lehraiki и соавт., 
которые выявили, что блокирование маркера CD271 

Потеря зрелых меланоцитов в луковице 
пулов стволовых клеток  / Loss of mature 

melanocytes in bulb of stem cell pools

Зрелые меланоциты 
в луковице / Mature 
melanocytes in bulb

Пигментированные 
меланоциты в ЛПП /  

Pigmented 
melanocytes in LPP

Торможение Кит / Inhibition of Kit  

Потеря канонической передачи 
сигналов Wnt / 

 Loss of canonical Wnt signaling

Нарушение регуляции TGFβ или Notch, сигнализирующих о сверхактивной канонической 
передаче сигналов Wnt при генотоксическом стрессе / Dysregulation of TGFβ or Notch 

signaling overactive canonical Wnt signaling genotoxis stress

Потеря зрелых 
меланоцитов 

в луковице / Loss of mature 
melanocytes in bulb

Незрелые 
меланоциты в ЛПП / 

 Immature 
melanocytes in LPP

Потеря мультипотентности стволовых клеток /  
Loss of stem ceel multipotency

 Потеря самообновления стволовых клеток / 
Loss of stem ceel seif-renewal

рис. 2. Роль передачи сигналов Wnt, TGFβ, Notch в нарушении гомеостаза СК меланоцитов. Адаптировано из [23]

Fig. 2. The role of Wnt, TGFβ, Notch signaling in impaired homeostasis of SC melanocytes. Adapted from [23]
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приводило не только к уменьшению выживаемости 
клеток меланомы, но и к повышенной чувствитель-
ности к терапии BRAF-ингибиторами. Безусловно, 
этот факт указывает на то, что популяции СКМ, 
экспрессирующие CD271, устойчивы к лекарствен-
ной терапии [42]. Кроме того, к эффекту противо-
опухолевых препаратов резистентны популяции 
ОСК меланомы, имеющие выраженную экспрессию 
медиатора химиорезистентности ABCB5 [31].

Следует отметить, что в основе более высокой 
выживаемости популяции резистентных ОСК мела-
номы при длительном на них воздействии химио-
терапевтических препаратов могут лежать разные 
механизмы лекарственной устойчивости. Одним из 
важнейших механизмов химиорезистентности яв-
ляется активность транспортных белков семейства 
АВС-1,2,5. Известно, что транспортные белки семейства 
АВС (белки-траспортеры) экспрессируются популя-
циями ОСК и выводят из клеток организма токсиче-
ские соединения. Гены, кодирующие АВС-белки, 
содержатся во всех живых клетках. ABCB5 – белок, 
который коэкспрессируется в перекрывающейся, 
но не идентичной структуре с CD133 в клеточной 
линии меланомы G3361 и образцах первичной опу-
холи меланомы, а также субпопуляцией клеток, 
экспрессирующих маркер CD271 [31]. АВСВ5 входит 
в подсемейство В, как и АВСВ1, и гомологичен ему 
на 73 %. Он выбрасывает родамин-123 и доксоруби-
цин из клеток [31, 43], влияет на электрический по-
тенциал клеточной мембраны и способствует слия-
нию клеток. АВСВ5 экспрессируется также СК 
гепатом и лекарственно-устойчивыми клетками ко-
лоректального рака [43, 44]. АВСВ2 – белок, который 
вовлечен в контроль клеточного цикла СК / клеток- 
предшественников сердечной мышцы [45]. Это позво-
ляет предположить, что АВС-транспортеры, возмож-
но, участвуют в регуляции «стволового фенотипа» 
клеток, поддерживая их популяцию [46].

В целом ряде клинических исследований по изу-
чению роли транспортного белка ABCB5 ученые 
установили, что гиперэкспрессия ОСК меланомы 
транспортера ABCB5 строго коррелирует с опухоле-
вой прогрессией, развитием рецидивов и лекарствен-
ной резистентности [43, 47–50]. Кроме того, выра-
женная экспрессия медиатора ассоциирована 
с клоногенетическим потенциалом клеток меланомы 
in vitro [51–53].

Без сомнения, полученные данные не остались 
без внимания, и учеными были предприняты попыт-
ки по разработке лекарственных препаратов, способ-
ных блокировать экспрессию транспортных белков 
семейства АВС. Хотя ABCB5 широко изучался 
при различных злокачественных опухолях человека, 
лишь немногие исследовали траспортер ABCB5 
при мышиной меланоме. Так, китайские исследова-

тели в ходе поиска путей решения преодоления 
 лекарственной резистентности ОСК меланомы по-
лучили весьма обнадеживающие результаты. Блоки-
рование активности траспортера ABCB5 приводило 
к торможению опухолевого роста in vivo и восстанов-
лению чувствительности клеток меланомы B16F10 
к химиотерапевтическим препаратам in vitro [11]. 
В этом исследовании X. Zhang и соавт. использовали 
специально разработанное антитело VNP20009, безо-
пасность которого доказана в I фазе клинических 
испытаний. Его вводили мышам совместно с цикло-
фосфамидом. Результатом такого комбинированно-
го лечения было снижение экспрессии траспортера 
ABCB5, которое восстанавливало чувствительность 
к химиотерапевтическим препаратам, вело к умень-
шению роста опухоли и увеличению выживаемости 
на первичной модели мышей В16F10.

Американские ученые получили также весьма 
любопытные данные в ходе исследования потенци-
ального таргентного препарата – фенилэтилового 
эфира кофейной кислоты (CAPE), представляющего 
собой биологически активную жидкость, противоопу-
холевая активность которой установлена при многих 
видах злокачественных опухолей. CAPE индуцировал 
как апоптоз, так и экспрессию E2F1 в CD133-нега-
тивных субпопуляциях СКМ, однако этот эффект 
не наблюдался в субпопуляциях CD133+. Отмечено, 
что устойчивость клеток СКМ, экспрессирующих 
CD133+, ассоциирована с выраженной экспрессией 
медиатора лекарственной устойчивости ABCB5. 
В эксперименте нокдаун генов, кодирующих бел-
ки-транспортеры ABCB5, приводил к повышению 
чувствительности СКМ субпопуляции CD133+ к CAPE. 
CAPE-индуцированный апоптоз опосредуется белком 
E2F1, поскольку нокдаун гена, кодирующего E2F1, 
приводил к подавлению апоптоза. Кроме того, в ре-
зультате индукции экспрессии E2F1 повышалась экс-
прессия проапоптотических белков (Bax, Noxa и Puma) 
и снижалась экспрессия антиапоптотического белка 
Mcl-1. В ходе исследования учеными установлено 
усиление активации регулирующей сигнал апоптоза 
киназы (ASK1), c-Jun N-терминальной киназы и p38, 
а также (связывающих активность ДНК) факторов 
транскрипции АР-1 и р53. Таким образом, авторы 
показали, что Е2А1 преодолевает химиорезистент-
ность СКМ субпопуляции CD133+ посредством 
механизма, запускающего митохондриальную дис-
регуляцию и ER-стресс-зависимые пути [54].

Важной причиной развития лекарственной 
устойчивости меланомы к традиционным видам те-
рапии является дисрегуляция сигнальных путей 
Notch, Hedgehog, Wnt. Баланс между самообновле-
нием и дифференцировкой, покоем и пролифераци-
ей СК обеспечивается сигнальными молекулами 
Notch, Wnt. Ранее было установлено, что продукт 
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гена Numb действует как ингибитор путей Notch, 
Hedgehog. Конститутивная активация Notch1 путем 
эктопической экспрессии внутриклеточного домена 
(NIC) Notch1 позволяет клеточным линиям первич-
ной меланомы пролиферировать in vitro независимо 
от факторов роста и расти более агрессивно с мета-
статической активностью in vivo. Важно отметить, 
что передача сигналов Notch может быть опосредо-
вана путем активации путей β-катенина или митоген-
активируемой протеинкиназы / фосфатидилинози-
тол-3-киназы-Akt. Это представляет особый интерес, 
поскольку передача сигналов Notch участвует в под-
держании популяции СК в нескольких типах тканей 
[55]. В своих исследованиях M. Moriyama и соавт. 
подчеркнули ключевую роль аберрантной активации 
сигнального пути Notch в поддержании выживания 
клеток-предшественников меланоцитов, меланобла-
стов и СК меланоцитов [55, 56]. Кроме того, они 
установили, что гиперэкспрессия рецепторов Notch 
и их лигандов (Jagged-1, Jagged-2 и Delta) коррелиро-
вала с ростом и прогрессированием меланомы in vivo.

Итак, Notch является транспортным рецептором, 
осуществляющим передачу регуляторных воздей-
ствий при непосредственном контакте с клетками. 
При его участии осуществляется регуляция клеточ-
ной пролиферации, апоптоза, процессов метастази-
рования [46]. Notch-сигнальный путь задействован 
в процессах формирования метастатических ниш, 
дифференцировки клеток, в том числе в процессах 
ЭМП, при котором клетки приобретают инвазивное 
поведение. ЭМП характеризуется ослаблением меж-
клеточной адгезии, которая происходит в результате 
гипоэкспрессии Е-кадгерина или полной его утраты 
[57]. С процессом ЭПМ также тесно связана экспрес-
сия АВС-транспортеров. В экспериментальных ис-
следованиях установлено, что ЭМП в неинвазивных 
культурах клеток рака молочной железы повышает 
степень экспрессии АВС-транспортеров и способ-
ность клеток к миграции и инвазии [46]. Таким об-
разом, оказывается, что развитие лекарственной 
устойчивости сопряжено с процессом ЭМП, приоб-
ретением ОСК инвазивных свойств, а также нако-
плением в популяции СК.

Многие исследования с целью преодоления ле-
карственной резистентности преследуют задачу сни-
жения экспрессии указанных траспортеров. Так, 
Honokiol (HNK), бифенольное природное соедине-
ние, снижает экспрессию различных маркеров СК, 
таких как CD271, CD166, JARID1B, в том числе 
ABCB5, при меланоме. Кроме того, HNK также зна-
чительно ослабляет свойства ОСК посредством ин-
гибирования передачи сигналов Notch-2. G. Kaushik 
и соавт. изучили влияние HNK на передачу сигналов 
Notch клетками меланомы [58]. В клетках существуют 
4 разных рецептора Notch, приводящих при расщеп-

лении серией ферментативных реакций к высвобо-
ждению внутриклеточного домена Notch, который 
затем перемещается в ядро и вызывает экспрессию 
целевых генов, регулирующих баланс между проли-
ферацией, клеточной смертью и дифференцировкой. 
Вестерн-блоттинг показал, что в клетках, обработанных 
HNK, наблюдается значительное снижение экспрес-
сии расщепленного Notch-2. Авторы сделали вывод, 
что HNK является мощным ингибитором клеток 
меланомы, частично посредством нацеливания на 
СКМ путем подавления передачи сигналов Notch-2.

Заключение
Указанные данные свидетельствуют о том, что 

небольшие популяции клеток меланомы способству-
ют формированию лекарственной устойчивости. По 
сравнению с другими клетками доминирующего опу-
холевого клона они обладают способностями к само-
обновлению и дифференцировке и известны как 
ОСК. Следует подчеркнуть, что ОСК отличаются 
выраженным метастатическим потенциалом и спо-
собствуют прогрессированию меланомы, что под-
тверждено многочисленными исследованиями.

Поверхностные маркеры, которые экспрессиру-
ются СКМ, включают транспортные белки семейства 
АВС – АВСВ5, гиперэкспрессия которых способ-
ствует устойчивости ОСК меланомы к традиционной 
лекарственной терапии. Кроме того, в процессе 
развития химиорезистентности немаловажную роль 
играет дисрегуляция сигнальных путей Notch, 
Hedgehog, Wnt, обеспечивающих баланс между само-
обновлением и дифференцировкой, покоем и про-
лиферацией ОСК. Недавние исследования выявили, 
что взаимодействие между сигнальными путями 
Notch и Wnt / β-катенин обеспечивает бесконтроль-
ное самообновление ОСК. Вместе с тем изменения 
микроокружения могут способствовать формиро-
ванию СКМ и последующему СКМ-управляемому 
меланомагенезу. Не следует забывать, что относи-
тельный покой, нарушение функции апоптоза, вы-
раженная экспрессия ABCB5 и других медиаторов 
способствуют устойчивости СКМ к терапии. В свою 
очередь, ОСК, влияя на окружающую микросреду 
с помощью секретируемых факторов (Nodal или BMP), 
поддерживают тем самым нишу, благоприятную для 
возникновения и роста опухоли.

Таким образом, имеющиеся достижения в изуче-
нии ОСК меланомы показывают высокую динамич-
ность и сложность этой популяции клеток. Чтобы 
разработать эффективные терапевтические средства, 
направленные на ОСК, мы должны лучше понять 
биологию этих клеток и роль, которую играют ми-
кроокружение, стрессовые факторы и соматическая 
эволюция. Создание точных методов анализа ОСК 
меланомы является приоритетным направлением 
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дальнейших исследований, окончательной целью 
которых остается разработка стратегий селективного 
ингибирования ОСК в результате воздействия 
на мембранные маркеры и сигнальные молекулы, 

прерывания сигнальных путей и изменения состава 
и функции микроокружения, что в конечном итоге 
может обеспечить дальнейший необходимый прорыв 
в лечении меланомы.
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ПерСПективы Применения Смарт-Полимеров 
в раЗраБотке СиСтем доСтавки активныХ 
ФармаЦевтичеСкиХ СУБСтанЦий (оБЗор)

е. в. Блынская1, к. в. алексеев1, 2, д. в. Юдина1, в. к. алексеев1, С. в. тишков1, в. в. Буева1,  
С. в. минаев1, в. в. аджиенко1, а. а. иванов1

1ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова»; Россия, 125315 Москва, ул. Балтийская, 8; 
2ЧУОО ВО «Московский медицинский университет «РЕАВИЗ»; Россия, 107564 Москва, ул. Краснобогатырская, 2, стр. 2

Контакты: Дарья Валентиновна Юдина una_1093@mail.ru

Вещества полимерной природы находят широкое применение практически в любой сфере нашей жизни. Широкий спектр 
свойств полимеров уже давно является источником поиска решений многочисленных задач и проблем, встающих перед ис-
следователями-разработчиками новых лекарственных средств. Результатом рационального применения их свойств явля-
ются разработки твердых и мягких лекарственных форм с модифицированным высвобождением активных фармацевтических 
субстанций. Статья представляет собой обзор новой группы свойств так называемых смарт-полимеров (от англ. smart – 
«умный») и результатов исследований, направленных на использование их в целях решения актуальных проблем фармацевти-
ческой технологии.

Ключевые слова: смарт-полимеры, фолдамеры, свойство памяти формы, эффект оригами, умные системы доставки

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-18-2-15-20

SMaRT POlyMERS IN dRuG dElIVERy: a PERSPECTIVE IN PhaRMaCEuTICal TEChNOlOGy

E . V . Blynskaya1, K . V . Alekseyev1,2, D . V . Yudina1, V . K . Alexseev1, S . V . Tishkov1, V . V . Bueva1, S . V . Minaev1, 
V . V . Adzhienko1, A . A . Ivanov1

1Zakusov Institute of Pharmacology; 8 Baltiyskaya St., Moscow 125315, Russia; 
2Moscow medical university “REAVIZ”; build. 2, 2 Krasnobogatyrskaya St., Moscow 107564, Russia

Polymers have already been recognized as promising materials in many areas of life including pharmaceutical technology. A wide range 
of polymer properties such as providing controlled release of APIs, enhancing permeation and protection of APIs from mucosal enzymes 
is now successfully using worldwide in producing soft and solid dosage forms. It is now recognized that a significant portion of the poly-
mer research ongoing in the world is related with a new group of polymer properties such as «shape memory system» and “self-folding”. 
This review focuses on “smart” – polymers properties that could be a promising tool in developing smart delivery systems.

Key words: smart-polymers, foldamers, self-folding, origami, smart drug delivery systems

Введение
Вещества полимерной структуры давно привле-

кают внимание исследователей фармацевтической 
сферы. Уникальность полимеров зависит от совокуп-
ности их качеств и свойств, к наиболее значимым 
из которых относят происхождение (природное /  
синтетическое), молекулярную массу, определяемую 
количеством мономерных звеньев и характером свя-
зей между ними, указывающим на их пространствен-
ную структуру. Известны работы, рассматривающие 
перспективность применения полимеров и сополи-
меров в качестве модификаторов высвобождения 
лекарственных средств [1], компонентов рецептур 
твердых лекарственных форм для перорального при-
менения, улучшающих растворимость труднораство-

римых активных фармацевтических субстанций 
(АФС) [2], и носителей, обеспечивающих таргетный 
транспорт АФС [3, 4].

За последние 20 лет накопилось достаточно све-
дений о группе так называемых смарт-полимеров, 
обладающих свойством самопроизвольно приобре-
тать нужную пространственную конфигурацию 
(self-folding) за счет памяти формы (shape-memory). 
Такие полимеры открывают множество возможно-
стей применения в разных отраслях, в том числе 
в сфере разработки лекарственных средств, а именно 
таргетных систем доставки АФС, особенно востре-
бованных в онкотерапии [5].

Вопросу применения смарт-полимеров с каждым 
годом посвящается все больше международных 
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конгрессов и конференций. Так, например, в рамках 
Первой научно-технической конференции «Матери-
алы с заданными свойствами на переходе к новому 
технологическому укладу: химические технологии» 
(7 июня 2018 г., Москва, Россия) была поднята тема 
актуализации тенденции применения смарт-поли-
меров производных органических кислот для созда-
ния лекарственных средств. Одним из крупнейших 
съездов, посвященных перспективам применения 
смарт-материалов в различных отраслях, в том числе 
в фармацевтической сфере, планируется 5-й ежегод-
ный Международный конгресс (BIT’s 5th Annual World 
Congress of Smart Materials) (2019 г., Рим, Италия).

Свойства фолдамеров: понятия “shape-memory” 
и “self-folding”
Свойством памяти формы (shape-memory) обла-

дают полимеры, способные к сохранению или воз-
вращению исходной формы при воздействии факто-
ров извне. На молекулярном уровне эффект памяти 
объясняется укладкой цепей полимера, которая мо-
жет происходить как за счет сшивок химическими 
связями (например, ковалентными), так и за счет 
их пространственной ориентации. Пространственно 
ориентированные участки обычно имеют линейную 
структуру с чередованием жестких (линии) и под-
вижных (квадраты) участков (рис. 1).

Жесткие участки определяют постоянную форму 
полимера, тогда как за формирование временных 
структур отвечают подвижные сегменты [6]. В то же 
время наличие большого количества ковалентных 
сшивок в полимере ухудшает свойство памяти фор-
мы [7].

Для разработки систем доставки АФС наиболее 
часто применяют полимеры с эффектом памяти, 
формирующимся под воздействием перепадов тем-
ператур, так называемой термопластики. Термомеха-
нический цикл термопластики представлен на рис. 2.

Свойство самопроизвольного формообразования 
(self-folding) подразумевает способность полимера 
приобретать необходимую форму без механических 
стимулов извне или под воздействием определенных 
факторов, к которым относятся свет, температура, 
рН среды, присутствие магнитного поля или раство-
рителей [8, 9]. Полимеры, обладающие способно-
стью произвольного формообразования за счет эф-
фекта памяти формы, называются «фолдамеры» 
(foldamers).

Фолдамеры перспективны для получения пле-
нок. Так, Л. Ионов и соавт. представили результаты 
эксперимента по получению 2-слойного пленочного 
покрытия на основе сополимеров полиметилмета-
крилата и поли-N-изопропилакриламида, которое 
может быть использовано для инкапсулирования 

рис. 1. Схематическое описание цикла изменений формы полимера

Fig. 1. Schematic description of changes in polymer shape
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Охлаждение до T < Ttrans /  Cooling to T < Ttrans

Постоянная форма /  Constant shape
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маслянистых наполнителей. Активный слой пред-
ставлен термореактивным полимером, способным 
к набуханию, а в качестве пассивного слоя подбира-
ют любой полимер, обладающий гидрофобными 
свойствами для защиты активного слоя [10]. Таким 
образом, активация процесса формообразования 
происходит в присутствии влаги, запускающей про-
цесс набухания (рис. 3).

Обнаружено, что фолдамеры, будучи использо-
ванными для получения пероральных систем доставки, 
усиливают мукоадгезивные свойства таких систем, 
способствуют защите АФС от разрушающих воздей-
ствий среды желудочно-кишечного тракта и таргет-
ной доставке АФС. Найдены сведения о разработанной 
системе доставки, состоящей из 3 слоев: подложки, 
набухающего полимерного слоя и слоя с мукоадге-
зивными свойствами, непосредственно связанного 
с АФС. Набухающий слой получен из сшитой поли-
метакриловой кислоты, обладающей рН-зависимой 
набухающей способностью. В качестве подложки 
использовали полигидроксиэтилметакрилат, выпол-
няющий барьерную функцию при прохождении че-
рез кишечник [11].

Известны работы, посвященные исследованию 
системы доставки с модифицированным высвобо-
ждением АФС на основе полимеров с перечисленны-
ми ранее свойствами. Так, выявлена способность 
олиго-ε-капролактона пролонгировать действие тео-

филлина на протяжении месяца (фосфатно-солевой 
буфер, 37 °С) [12]. Эффект объясняется наличием 
поперечных сшивок в структуре молекулы оли-
го-ε-капролактона [13].

Эффект оригами
Свойство самопроизвольного формообразования 

за счет памяти формы в совокупности позволяют 
получать 3D-формы наноразмерных диапазонов на 
основе смарт-полимеров («эффект оригами») (рис. 4).

Образующиеся полимерные контейнеры могут 
являться резервуаром для инкапсулирования в них 
АФС. Моделирование резервуарных частиц может 
включать варьирование размерами, толщиной и фор-
мами частиц, а также модификацию их поверхности 
(рис. 5) [14].

Для получения самособирающихся полимерных 
контейнеров для инкапсулирования АФС один или 
несколько слоев полимера наносят на микро- или 
наноразмерную пленкообразную подложку. Также 
пленка может быть получена методом погружения 
или центрифугирования в расплавленном полимере 
с целью контроля толщины образующейся пленки, 
поскольку от этого параметра зависят прочность 

рис. 2. Термомеханический цикл. Исходную структуру полимера нагревают выше температуры фазового перехода (Т
trans

) (температуры 
плавления (T

melt
) или температуры стеклования (T

g
)) до размягчения материала и подвергают механическому воздействию, в процессе ох-

лаждения (ниже значения Т
trans

 фазового перехода) прекращают прилагаемое воздействие с целью сохранения образовавшейся формы; при по-
следующем цикле нагревания наблюдается восстановление исходной формы полимера

Fig. 2. Thermomechanical cycle. The initial polymer structure is heated above Т
trans

 of phase transition (T
melt   

for melting or T
g 
 for vitrification) until 

the material is soft. Force is applied and during cooling (below Т
trans

 of phase transition) the force is removed to preserve the obtained shape; in the next 
heating cycle, the polymer restores its shape

рис. 3. Процесс самопроизвольного формообразования термочувстви-
тельной двухслойной полимерной пленки

Fig. 3. Process of spontaneous shaping of thermosensitive bilayer polymer film

рис. 4. Наглядная демонстрация принципа эффекта оригами 
смарт-полимера: а – кубическая форма; б – вариации форм

Fig. 4. Visual illustration of the origami effect for the smart polymer: а – cu-
bic shape; б – shape variations

Запасенная энергия /  
Stored energy

Первоначальная форма /  
Initial shape

Первоначальная форма /  
Initial shape

Деформированная форма /  
Deformed shape

Силовое 
воздействие /  

Application  
of force

Охлаждение  
T < Ttrans /   

Cooling T < Ttrans

Нагревание  
T >Ttrans /   

Heating T >Ttrans

Нагревание  
T >Ttrans /  

Heating T > Ttrans

Пассивный слой / 
Passive layer

Нагревание  
до T > Ttrans /  

Heating  
to T > Ttrans

Активный слой / Active layer

а б
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Самособирающиеся полимерные системы

Self-assembling polymer systems

механизм 
сборки 

Mechanism  
of assembly

Полимеры 
Polymers

активатор 
activator

Биодеградируе-
мость 

Biodegradability

обратимость 
Reversibility

Ссылка 
на исследо-

вание 
link to study

Изменение па-
раметров среды
(полимерный 
бислой) 
Changes 
in environmental 
parameters 
(polymer bilayer) 

Хитозан, ПЭГ-МА, ПЭГ-
ДМА, П4ВП, ПМАК, ПКЛ, 

ПСИ, ПС, ПП, ПИПАМ, 
ПЭГ-ДА, ПГЭМА 

Chitosan, PEGMA, PEGDMA, 
P4VP , PMMC, PCL, PSI, P4VP, 
PPy, PNIPA, PEG-DA, PGEMA

Вода, рН, значение 
ионной силы, элек-
трическое поле, t °С 

Water, pH, ionic 
strength, electrical field, 

t °С

Да (некоторые 
из перечислен-

ных) 
Yes (for some of the 

listed chemicals) 

Да 
Yes

[15–21] 

Полимерный 
монослой 
Polymer monolayer

SU-8 Вода, ацетон 
Water, acetone

Нет 
No

Да 
Yes

[22] 

Поверхност-
ное натяжение 
(сборка за счет 
испарения 
воды / жидкого 
полимера) 
Surface tension 
(assembly 
by water / liquid 
polymer 
evaporation) 

Полидиметилсилоксан, 
SU-8 / ПКЛ 

Polydimethylsiloxane, SU-8 / PCL

Испарение воды, 
t °С 

Water evaporation, t °С

Биодеградиру-
емые «шарнир-

ные» цепи 
Biodegradable 

“hinged” chains

Нет 
No

[23–26] 

Примечание . ПЭГ МА – полиэтиленгликоля метакрилат; ПЭГ-ДМА – полиэтиленгликоля диметакрилат; ПМАК – по-
лиметилметакриловая кислота; ПКЛ – поликапролактон; ПСИ – полисукцинимид; ПС – полистерол; П4ВП – поли- 
(4-винилпиридин); ПП – полипиррол; ПИПАМ – полиизопропилакриламид; ПЭГ ДА – полиэтиленгликоля диакриалат; 
ПГЭМА – полигидроксиэтилметакрилат; SU-8 – полимер со светочувствительными свойствами. 
Note . PEGMA stands for polyethylene glycol methacrylate; PEGDMA – polyethylene glycol dimethacrylate; PMMC – polymethylmethacrylate; 
PCL – polycaprolactone; PSI – polysuccinimide; PS – polystyrol; P4VP – poly(4-vinylpyridine); PPy – polypyrrole; PNIPA – poly 
(N-isopropylacrylamide); PEGDA – polyethylene glycol diacrylate; PGEMA – polyhydroxyethylmethacrylate.

рис. 5. Моделирование резервуарных частиц на основе смарт-полимеров

Fig. 5. Modeling of reservoir particles based on smart polymers

Размер и форма / Size and shape

Поры / 
Pores

Толщина 
стенки /  

Wall  
thickness

Взаимодействие 
с мишенью / 

Interaction with 
target

Электронно-
оптические 
элементы / 

Electronic and 
optical elements

полимерного контейнера и диффузия АФС через 
пленку. Возможно добавление еще одного, защитно-
го, слоя между подложной и полимерной пленкой, 
который растворяется при контакте с жидкими сре-
дами и активирует процесс сборки полимерного 
контейнера. Защитный слой может быть выполнен 
из кремния / кремния диоксида, металлов (медь, хром 
или алюминий), водорастворимых полимеров (поли-
виниловый спирт, полиакриловая кислота). В табли-
це представлена информация о некоторых самосо-
бирающихся полимерных системах.

Перечисленные результаты исследований по-
служили предпосылкой к выделению новой группы 
си стем доставки АФС, называемой в зарубежной 
на учной литературе SDDS (Smart Drug Delivery Sys-
tems – «умные системы доставки»), которые позици-
онируются как усовершенствованная разновидность 
таргетной доставки АФС (targeted drug delivery). 
Выделяют следующие критерии отнесения системы 
доставки к SDDS:
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• доставка к целевому органу-мишени;
• способность загрузки и транспортировки эффек-

тивных доз АФС к фармакологической мишени;
• устойчивость и сохранение активности АФС при 

контакте с биологическими жидкостями организма;
• нивелирование / ослабление побочных эффектов за 

счет связывания только с целевым сайтом мишени;
• абсорбция посредством прямого взаимодействия 

с клеточной мембраной.
Помимо обеспечения названных функциональ-

ных особенностей SDDS, полимер-носитель должен 
легко подвергаться биодеградации и полному выве-
дению из организма.

Выводы
Таким образом, смарт-полимеры, обладающие 

способностью самопроизвольного фолдинга за счет 

эффекта памяти формы, показывают себя перспек-
тивными носителями АФС при решении таких клю-
чевых проблем в сфере разработки лекарственных 
средств, как:

1) стабильность АФС (актуально: пептидной или 
белковой природы);

2) биодоступность лекарственных средств (может 
быть связана с плохой растворимостью и всасы-
ваемостью АФС или неудовлетворительными 
фармакокинетическими параметрами из-за ко-
роткого периода полуэлиминации T1 / 2, иными 
причинами);

3) модификация кинетики высвобождения АФС 
из лекарственных форм;

4) таргетная доставка лекарственного препарата 
(позволяет снизить риск возникновения побоч-
ных эффектов).
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BRCa1 УчаСтвУет в локалиЗаЦии рнк XIST 
на неактивной Х-ХромоСоме

е. а. Шестакова, т. а. Богуш
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  

Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Елена Анатольевна Шестакова elenaanshestakova@mail.ru

Введение . Инактивированная Х-хромосома (Xi) ассоциирована с некодирующей РНК XIST, с целым рядом белков и содержит 
многочисленные эпигенетические модификации хроматина, что приводит к ингибированию экспрессии большинства генов 
на этой хромосоме. В последние годы были получены данные, свидетельствующие о том, что супрессор опухолей BRCA1 так-
же взаимодействует с Xi.
Цель исследования – выявить колокализацию BRCA1 и РНК XIST и детально проанализировать пространственную организацию 
BRCA1 и РНК XIST на Xi с помощью конфокальной микроскопии с высоким пространственным разрешением и контрастом.
Материалы и методы . Объектом исследования служили диплоидные иммортализованные фибробласты человека линии 
 IMR90hTERT. Для локализации BRCA1 и РНК XIST на Xi использовали метод флуоресцентной гибридизации in situ, сопря-
женный с иммунофлуоресцентным окрашиванием клеток, и конфокальную микроскопию. Для локализации BRCA1 и белков 
гетерохроматина-1 использовали метод двойного иммунофлуоресцентного окрашивания клеток и традиционную флуорес-
центную микроскопию.
Результаты . Впервые исследования, проведенные с использованием конфокальной микроскопии, продемонстрировали на более 
высоком уровне разрешения, чем было представлено в предыдущих работах, колокализацию BRCA1 с зоной РНК XIST на Xi, 
выявленную с зондами к РНК XIST. C помощью BrdU выявлена также локализация BRCA1 c реплицирующимися участками 
Xi и аутосомами в поздней S-фазе клеточного цикла. В целом приведенные данные позволяют предположить участие BRCA1 
в ингибировании экспрессии генов на Xi, обусловленном влиянием BRCA1 на ассоциацию РНК XIST с Xi. Помимо этого, впер-
вые с использованием конфокальной микроскопии выявлена колокализация BRCA1 с реплицирующимися Xi и аутосомами, 
идентифицированными с использованием BrdU, в поздней S-фазе клеточного цикла, что указывает на возможное участие 
этого белка в репликации перицентромерных повторов хромосом. В поддержку этой гипотезы также свидетельствуют 
данные о колокализации BRCA1 с белком гетерохроматина-1α, присутствующим в перицентромерных участках всех хромосом.
Заключение . Полученные данные указывают на участие BRCA1 в ингибировании экспрессии генов на Xi в результате регуля-
ции ассоциации некодирующей ингибирующей РНК XIST с Xi, а также в репликации гетерохроматиновых участков хромосом.

Ключевые слова: BRCA1, РНК XIST, инактивированная Х-хромосома (Xi), колокализация, конфокальная микроскопия
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BRCa1 PaRTICIPaTES IN XIST RNa lOCalIZaTION ON INaCTIVE X ChROMOSOME

E . A . Shestakova, T . A . Bogush

N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology of the Ministry of Health of Russia;  
24 Kashyrskoe Sh., Moscow 115478, Russia

Introduction . Inactive X chromosome (Xi) is associated with noncoding XIST RNA, series of proteins and contains multiple epigenetic 
modifications that altogether determine a silence of the most of X-linked genes. Recently the data were obtained that tumor suppressor 
BRCA1 is also associated with Xi.
The purpose of this study was to reveal the colocalization of BRCA1 and XIST RNA and precise spatial organization on Xi with the high 
resolution of confocal microscopy.
Materials and methods . The object of the study is IMR90hTERT diploid immortalized fibroblast cell line. For BRCA1 and XIST RNA 
colocalization analysis on Xi the method of fluorescent hybridization in situ associated with immunofluorescent cell staining (immu-
noFISH) and confocal microscopy were used. For BRCA1 and heterochromatin protein-1 colocalization study the method of double 
immunofluorescent staining and common fluorescent microscopy were applied.
Results . The study using confocal fluorescent microscopy with higher resolution has demonstrated at first the colocalization of BRCA1 
with XIST RNA region of Xi revealed with XIST RNA probes and with replicating Xi and autosomes revealed with BrdU in late S-phase 
of cell cycle. Altogether, the data obtained suggest the involvement of BRCA1 in the inhibition of gene expression on Xi due to the regula-
tion of XIST RNA association with Xi. Moreover, according to the results of confocal microscopy, BRCA1 also colocalizes with replica-
ting Xi and autosomes revealed with BrdU in late S-phase of cell cycle. This indicates a possible involvement of this protein in the repli-
cation of pericentromeric repeats in cellular chromosomes. Colocalization of BRCA1 with heterochromatin protein-1α presented in 
pericentromeric regions of all chromosomes supports this suggestion.
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Введение
Инактивация одной из двух Х-хромосом (Xi) 

в эмбриональном развитии самок млекопитающих 
приводит к дозовой компенсации генов и представ-
ляет собой яркий пример эпигенетической регуля-
ции экспрессии генов, затрагивающей одновременно 
всю хромосому [1–3]. Формирование транскрипци-
онно неактивной Xi включает ее инициацию и не-
обратимую инактивацию. На стадии инициации 
наблюдаются ассоциация РНК XIST с хроматином, 
ингибирование транскрипции и запаздывание ре-
пликации Xi. В ходе необратимой инактивации про-
исходит ассоциация белков группы Polycomb, моди-
фикация гистонов Н3 и Н4, ассоциация гистона 
MacroH2A, метилирование CpG островков в ДНК [3].

В полностью инактивированной Xi различают 
2 неперекрывающихся области [4]. Одна из областей 
ассоциирована с РНК XIST, гистонами MacroH2A 
и Н3, трижды метилированным по остатку лизина 27, 
в то время как другая область ассоциирована с бел-
ком гетерохроматина-1 (heterochromatin protein-1, 
HP1) и гистоном Н3, трижды метилированным 
по остатку лизина 9, гистоном Н3, трижды метили-
рованным по остатку лизина 20. Активация транс-
крипции РНК XIST также сопровождается модифи-
кациями нуклеосомных гистонов.

В 2005 г. B. P. Chadwick и T. F. Lane обнаружили, 
что BRCA1 частично колокализуется с инактивиро-
ванной Xi в поздней S-фазе клеточного цикла [5], 
что предполагает участие BRCA1 также и в реплика-
ции Xi. На основании того, что BRCA1 колокализу-
ется с хромоцентрами, G.J. Pageau и J.B. Lawrence 
предположили участие BRCA1 в репликации пери-
центромерного гетерохроматина [6].

В наших работах было показано, что BRCA1 уча-
ствует в ассоциации некодирующей инактивирую-
щей РНК XIST с Xi. Однако иммунофлуоресцентный 
анализ проводили с использованием традиционной 
флуоресцентной микроскопии, не позволяющей полу-
чить микрофотографии с высоким разрешением [7, 8].

Некодирующая РНК XIST играет важную роль 
в эпигенетической регуляции генов, и BRCA1 уча-
ствует в этих процессах. Следует также отметить, что 
экспрессия самого BRCA1 также регулируется на 
эпигенетическом уровне [9, 10].

В данном исследовании мы применили высоко-
разрешающую конфокальную микроскопию. Это 
позволило детально изучить пространственную ор-
ганизацию и колокализацию BRCA1 и РНК XIST 

на Xi и предположить участие BRCA1 в ингибирова-
нии экспрессии генов, локализованных на Xi.

Цель исследования – определение пространст-
венной локализации BRCA1 и РНК XIST на Xi с по-
мощью высокоразрешающей конфокальной микро-
скопии.

Материалы и методы
культуры клеток. Диплоидные иммортализован-

ные фибробласты линии IMR90hTERT, созданные 
путем интеграции hTERT в геном клеток IMR90 
в результате ретровирусной трансдукции, культиви-
ровали в среде DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium), содержащей антибиотики, L-глутамин, 
несущественные аминокислоты и 10 % эмбриональ-
ную телячью сыворотку. Клеточный цикл блокиро-
вали путем инкубации клеток с 0,5 мМ мимозина 
в течение 17 ч, далее клетки отмывали от мимозина 
и фиксировали через 18 ч для последующего анализа 
с использованием метода флуоресцентной гибриди-
зации in situ, сопряженной с иммунофлуоресцентным 
окрашиванием клеток, или двойного иммунофлуо-
ресцентного окрашивания клеток и конфокальной 
микроскопии.

Флуоресцентная гибридизация in situ, сопряженная 
с иммунофлуоресцентным окрашиванием клеток. Флуо-
ресцентная гибридизация in situ, сопряженная с им-
мунофлуоресценцией, была выполнена, как описано 
в работе [11], с небольшими модификациями. Клет-
ки фиксировали 1 % параформальдегидом в фосфат-
ном буфере 20 мин, затем в метаноле при –20 °С 10 мин, 
пермеабилизировали раствором 0,1 % Тритона Х-100 
в фосфатном буфере 5 мин и инкубировали c первич-
ными мышиными моноклональными антителами 
к BRCA1 (sc6954, Santa Cruz Biotechnology, 1 : 4000) 
в течение 45 мин при комнатной температуре и вто-
ричными флуоресцентно-мечеными козьими анти-
телами против иммуноглобулинов G мыши (FITC 
goat anti-mouse IgG, Molecular Probes) в течение 
45 мин при комнатной температуре. После иммуно-
флуоресцентного окрашивания клетки еще раз 
 фиксировали в 4 % растворе параформальдегида 
в фосфатном буфере 3 мин, пермеабилизировали 
раствором 0,1 % Тритона Х-100 в фосфатном буфере 
3 мин, обрабатывали раствором 0,1 М Tris-HCl, 
pH 7,0 2 мин и дважды в растворе 2 × SSC по 2 мин. 
Далее клетки дегидратировали в 70, 80, 90 и 100 % 
этаноле при 4 °С по 2 мин, высушивали и проводили 
гибридизацию in situ. Клетки гибридизовали с 10 нг 

Conclusions . Altogether, the data obtained in this study suggest the involvement of BRCA1 in the inhibition of gene expression on Xi 
due to the association with noncoding inhibiting XIST RNA and in replication of heterochromatin regions.

Key words: BRCA1, XIST RNA, inactive Х chromosome (Xi), colocalization, confocal microscopy
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плазмидного зонда для РНК XIST. Плазмиду метили 
Spectrum Red (Amersham Pharmacia) с помощью 
стандартных протоколов ник- трансляции. Пробу 
в растворе, содержащем 75 % формамид, 10 % декстран 
сульфат, 2 × SSC, 2,5 мг одноцепочечной ДНК из спер-
мы лосося (Boehringer), 50 мкл, денатурировали при 95 
°С 5 мин. Покровные стекла с клетками помещали 
на предметные, на которые наносили каплю раство-
ра с денатурированной меченой плазмидной ДНК. 
Гибридизацию проводили на стеклах в течение 5 мин 
при 80 °С (денатурация клеточной ДНК), а затем 
в течение ночи при 37 °С. После этого покровные 
стекла с клетками промывали в 2 × SSC 30 мин при 
37 °С, в 1 × SSC – 30 мин при ком натной температуре, 
в 0,5 × SSC – 30 мин при комнатной температуре и по-
мещали на стекла с нанесенной каплей мовиола 
(Mounting media) для последующего изучения с ис-
пользованием конфокальной флуоресцентной ми-
кроскопии.

двойное иммунофлуоресцентное окрашивание кле-
ток. Для иммунофлуоресцентного окрашивания 
клетки инкубировали с первичными кроличьими 
поликлональными антителами к BRCA1 (Millipore) 
и моноклональными антителами к НР1α, HP1β или 
HP1γ (Euromedex) в течение 45 мин при комнатной 
температуре. Далее клетки инкубировали со вторич-
ными козьими флуоресцентно-мечеными антитела-
ми против иммуноглобулинов G кролика или мыши 
(Rhodamine-Red goat anti-rabbit или FITC goat anti- 
mouse IgG, Molecular Probes) в течение 45 мин при 
комнатной температуре.

конфокальная микроскопия. Микрофотографии 
клеток получены с использованием конфокального 
микроскопа Zeiss, LSM510 Meta и программного 
обеспечения LSM510 software.

Результаты и обсуждение
Пространственная организация BRCa1 и рнк 

XIST на Xi, выявленная с использованием конфокаль-
ной микроскопии

Известно, что BRCA1 локализуется вместе с Хi 
в основном в средней / поздней S-фазе клеточного 
цикла. Поэтому для конфокальной микроскопии мы 
использовали синхронизованные с помощью мимо-
зина диплоидные иммортализованные фибробласты 
человека линии IMR90hTERT, созданные путем 
интеграции hTERT в геном клеток IMR90 в резуль-
тате ретровирусной трансдукции.

Клеточная культура, синхронизированная с ис-
пользованием 0,5 мМ мимозина в течение 17 ч и да-
лее в его отсутствие инкубированная в течение 18 ч, 
содержала по данным окрашивания йодидом пропи-
дия и проточной цитофлуориметрии 17 % клеток 
в фазе G

1
, 61 % клеток в фазе G

2
 и 22 % клеток в фа-

зе S. Таким образом, с помощью конфокальной 

микроскопии мы анализировали популяцию клеток 
IMR90hTERT в поздней фазе S клеточного цикла.

На рис. 1 показано, что в поздней S-фазе клеточ-
ного цикла белок-супрессор BRCA1 частично лока-
лизуется вместе с Xi, выявленной с помощью метода 
РНК-FISH, зондов для РНК XIST, антител к BRCA1 
и высокоразрешающей конфокальной микроскопии. 
Вверху рис. 1 приведена микрофотография оптического 
среза через ядра 3 клеток, полученная на конфокаль-
ном микроскопе. Через зону Xi, четко выявляемую 

рис. 1. Колокализация BRCA1 и РНК XIST в поздней S-фазe клеточ-
ного цикла. Результаты конфокальной микроскопии диплоидных 
иммортализованных фибробластов линии IMR90hTERT, зафиксиро-
ванных через 18 ч после остановки инкубации с мимозином, блокиру-
ющим клеточный цикл. Количественное распределение клеток в раз-
личных фазах клеточного цикла, полученное с помощью проточной 
цитофлуориметрии: G

1 
: 17 %, G

2 
: 61 %, S: 22 %. Для флуоресцентной 

микроскопии использованы меченые BRCA1-FITC и XIST-Spectrum Red

Fig. 1. BRCA1 and XIST RNA colocalization in the late S-phase of the cell 
cycle. Results of confocal microscopy of IMR90hTERT cell line of im-
mortalized diploid fibroblasts fixed 18 hours after the end of incubation with 
mimosine blocking the cell cycle. Quantitative distribution of the cells 
in different phases of the cell cycle obtained using flow cytofluorimetry: 
G

1 
: 17 %, G

2 
: 61 %, S: 22 %. Labeled BRCA1-FITC and XIST-Spectrum 

Red were used for fluorescent microscopy
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зондами к РНК XIST (красная область), проведена 
стрелка белого цвета. На графике внизу рисунка 
представлен профиль интенсивности флуоресценции 
вдоль указанной стрелки белого цвета. Красная кри-
вая соответствует сигналу Spectrum Red для РНК 
XIST и зеленая – сигналу FITC для BRCA1. Вдоль 
стрелки, проведенной через Xi, видны зоны выра-
женной колокализации сигналов BRCA1 и РНК 
XIST, умеренной колокализации этих сигналов 
и участки, где такие сигналы отсутствуют, что гово-
рит о частичной колокализации BRCA1 и РНК XIST 
на Xi.

Аналогичные результаты были получены с при-
менением BrdU для мечения Xi в поздней S-фазe 
клеточного цикла. На рис. 2 представлены 2 оптиче-
ских среза через ядро одной и той же клетки. Обна-
ружено, что в поздней S-фазе клеточного цикла 
BRCA1 частично колокализуется с Xi, выявленной 

с использованием мечения клеток BrdU, антител 
к BRCA1 и BrdU, и высокоразрешающей конфокаль-
ной микроскопии. Вверху рис. 2 приведены микро-
фотографии оптических срезов через ядро одной 
и той же клетки, полученные с помощью конфокаль-
ной микроскопии. На каждом из срезов через зону 
Xi, четко выявляемую антителами к BrdU (зеленая 
плотная область), проведена стрелка белого цвета. 
На графиках в нижней части рис. 2 представлены 
профили интенсивности флуоресценции вдоль этих 
стрелок. Зеленая кривая соответствует сигналу FITC 
для BrdU на Xi, а красная – сигналу Rhodamine-Red 
для BRCA1. Видно, что вдоль стрелки, проведенной 
через Xi, присутствуют зоны выраженной колокали-
зации сигналов BRCA1 и BrdU, умеренной колока-
лизации этих сигналов и участки без указанных 
сигналов, что также указывает на частичную колока-
лизацию BRCA1 и Xi.

рис. 2. Колокализация BRCA1 и Xi, выявленной с помощью BrdU, в поздней S-фазe клеточного цикла. Результаты конфокальной микроскопии 
диплоидных иммортализованных фибробластов линии IMR90hTERT, зафиксированных через 18 ч после остановки инкубации с мимозином. 
Количественное распределение клеток в различных фазах клеточного цикла, полученное с помощью проточной цитофлуориметрии: G

1 
: 17 %, 

G
2 
: 61 %, S: 22 %. Для флуоресцентной микроскопии использованы меченые BRCA1-Rhodamine-Red, BrdU-FITC

Fig. 2. BRCA1 and Xi colocalization detected using BrdU in the late S-phase of the cell cycle. Results of confocal microscopy of IMR90hTERT cell line 
of immortalized diploid fibroblasts fixed 18 hours after the end of incubation with mimosine blocking the cell cycle. Quantitative distribution of the cells in 
different phases of the cell cycle obtained using flow cytofluorimetry: G
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рис. 4. BRCA1 колокализуется с белком гетерохроматина-1. Диплоидные иммортализованные фибробласты линии IMR90hTERT проанали-
зированы с помощью метода двойного иммунофлуоресцентного окрашивания и обычной флуоресцентной микроскопии. Для флуоресцентной 
микроскопии использованы меченые BRCA1-Rhodamine-Red, HP1α-FITC, HP1β-FITC, HP1γ-FITC

Fig. 4. BRCA1 is colocalized with heterochromatin protein 1. IMR90hTERT cell line of immortalized diploid fibroblasts were analyzed using double immunoflu-
orescent staining and fluorescent microscopy. Labeled BRCA1-Rhodamine-Red, HP1α-FITC, HP1β-FITC, HP1γ-FITC were used for fluorescent microscopy
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рис. 3. Колокализация BRCA1, Xi и других локусов, выявленных с помощью BrdU, в поздней S-фазe клеточного цикла. Результаты конфокаль-
ной микроскопии диплоидных иммортализованных фибробластов линии IMR90hTERT, зафиксированных через 18 ч после остановки инкуба-
ции с мимозином. Количественное распределение клеток в различных фазах клеточного цикла, полученное с помощью проточной цитофлуо-
риметрии: G
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: 17 %, G
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: 61 %, S: 22 %. Для флуоресцентной микроскопии использованы меченые BRCA1-Rhodamine-Red, BrdU-FITC

Fig. 3. BRCA1, Xi and other loci colocalization detected using BrdU in the late S-phase of the cell cycle. Results of confocal microscopy of IMR90hTERT 
cell line of immortalized diploid fibroblasts fixed 18 hours after the end of incubation with mimosine blocking the cell cycle. Quantitative distribution of 
the cells in different phases of the cell cycle obtained using flow cytofluorimetry: G
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Роль BRCA1 в поддержании структуры 
гетерохроматина
В данной части исследования также использо-

вались синхронизованные с помощью мимозина 
диплоидные иммортализованные фибробласты че-
ловека линии IMR90hTERT, созданные путем инте-
грации hTERT в геном клеток IMR90 в результате 
ретровирусной трансдукции, и метод конфокальной 
микроскопии. Синхронизация культуры описана 
в предыдущем разделе.

Следует отметить, что иногда наблюдалась коло-
кализация BRCA1 с небольшими локусами BrdU 
в поздней S-фазе клеточного цикла. Это указывает на 
участие BRCA1 не только в ассоциации РНК XIST с Xi, 
но и в репликации перицентромерных повторя-
ющихся последовательностей гетерохроматина на Xi 
и / или на других хромосомах (рис. 3).

Более того, как показано на рис. 4, BRCA1 коло-
кализуется со всеми тремя изоформами белка HP1: 
HP1α, HP1β и HP1γ в линии диплоидных имморта-
лизованных фибробластов IMR90hTERT. При этом 
наиболее полно BRCA1 колокализован с изоформой 
HP1α. Эти данные указывают на возможное участие 
BRCA1 в репликации перицентромерных повторяю-
щихся последовательностей гетерохроматина, с ко-
торыми ассоциированы белки семейства НР1.

Заключение
В целом данные, полученные с использованием 

высокоразрешающей конфокальной микроскопии, 
указывают на участие BRCA1 в ингибировании экс-
прессии генов на Xi, в частности, на влияние BRCA1 
на ассоциацию РНК XIST с Xi, а также на реплика-
цию гетерохроматиновых участков хромосом.
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раЗраБотка новоГо моноклоналЬноГо антитела 
к ХитинаЗоПодоБномУ БелкУ yKl-39 

для иммУноГиСтоХимии

а. н. Грачев1, д. в. Самойлова1, С. н. курочкин2, о. в. ковалева1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; 
Россия, 115478 Москва, Каширское ш., 24; 

2ООО «ПраймБиоМед»; Россия, 117246 Москва, Научный пр-д, 20, стр. 3

Контакты: Алексей Николаевич Грачев alexei.gratchev@gmail.com

Введение. Хитиназоподобные белки у млекопитающих образуются в зоне воспаления и опухолевого роста. Отдельные пред-
ставители семейства хитиназоподобных белков изучаются как потенциальные биомаркеры опухолей (глиомы, рака пред-
стательной железы и яичников). Одним из охарактеризованных белков данного класса является YKL-39. Известный также 
как хитиназа-3-подобный белок 2, YKL-39 представляет собой секреторный белок хондроцитов, принадлежащий к семейству 
гликозил-гидролазы 18. Его самая высокая экспрессия наблюдается в хондроцитах, синовиоцитах, легких и сердце, а также 
в макрофагах.
Цель исследования – получение антител к человеческому YKL-39, применимых в широком спектре методов.
Материалы и методы. Используя рекомбинантный полноразмерный человеческий YKL-39 в качестве антигена, методом 
гибридомной технологии мы получили мышиные моноклональные антитела 1B2G4, которые специфически связываются 
с YKL-39 в иммуноферментном анализе.
Результаты и заключение . Полученные антитела были успешно протестированы с использованием методов иммуноблот-
тинга, иммуноцитохимии, иммунофлуоресценции и иммуногистохимии с использованием парафиновых срезов. Установлено, 
что антитела связываются с полноразмерным белком YKL-39 и не взаимодействуют с другими хитиназоподобными белками. 

Ключевые слова: моноклональные антитела, хитиназоподобные белки, иммуногистохимический метод

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-18-2-27-31

dEVElOPMENT OF a NOVEl MONOClONal aNTIBOdy aGaINST ChITINaSE-lIKE PROTEIN yKl-39 
aPPlICaBlE FOR IMMuNOhISTOChEMISTRy

A . N . Gratchev1, D . V . Samoilova1, S . N . Kurochkin2, O . V . Kovaleva1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Sh., Moscow 115478, Russia; 

2PrimeBioMed; Build. 20, 3 Nauchnij Proezd, Moscow 117246, Russia

Introduction. Mammalian chitinase-like proteins are produced in the areas of inflammation and in tumors. Some members of chiti-
nase-like proteins family are studied as potential biomarkers of tumors (glioma, prostate and ovary). YKL-39 also known as chiti-
nase-3-like 2 (CHI3L2) is a secreted protein produced by chondrocytes. Its high expression is also found in synoviocytes, lung heart and 
macrophages.
The aim of this study was the development of highly specific monoclonal antibodies against human YKL-39.
Materials and methods. Using recombinant full-length human YKL-39 as immunogen using hybridoma technology we have generated 
monoclonal antibody 1B2G4, that specifically binds YKL-39 in ELISA.
Results and conclusion. Obtained antibody was successfully tested in Western blot, immunocytochemistry, immunofluorescence and 
immunohistochemistry on FFPE sections. It was shown that the antibody binds the full-length YKL-39 protein and does not interact 
with other chitinase-like proteins.

Key words: monoclonal antibody, chitinase-like protein, immunohistochemistry

Введение
Проблема точной диагностики онкологических 

заболеваний сохраняет актуальность на протяжении 
нескольких десятилетий. В качестве маркеров для 

диагностики используются белки, нуклеиновые кис-
лоты, везикулы, секретируемые опухолевыми клет-
ками, а также сами опухолевые клетки. Стандартные 
иммуноцитохимические и иммуногистохимические 
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методы анализа с использованием антител к извест-
ным белкам-маркерам опухоли позволяют класси-
фицировать тип новообразований, оценить степень 
их злокачественности и определить стратегию тера-
пии.

Хитиназоподобные белки (ХПБ) у млекопитаю-
щих часто образуются в зоне воспаления и опухо-
левого роста. В последнее время отдельные пред-
ставители семейства изучаются как потенциальные 
биомаркеры различных заболеваний человека, в том 
числе солидных опухолей (глиомы, рака предстатель-
ной железы и яичников). Одним из охарактеризован-
ных белков данного класса является YKL-39. Известный 
также как хитиназа-3-подобный белок 2 (CHI3L2), 
YKL-39 представляет собой секреторный белок хон-
дроцитов, принадлежащий к семейству гликозил-ги-
дролазы 18. Его самая высокая экспрессия наблюда-
ется в хондроцитах, синовиоцитах, в легких и сердце, 
а также в макрофагах. В последних экспрессия YKL-39 
стимулируется трансформирующим фактором роста 
бета [1]. На сегодняшний день YKL-39 может счи-
таться маркером остеоартрита и обнаруживается 
в синовиальной жидкости и сыворотке крови паци-
ентов [2–4]. Повышенный уровень экспрессии гена 
YKL-39 выявлен у пациентов с болезнью Альцгейме-
ра и в глиобластомах [5]. Какую функцию выполня-
ет данный белок в глиобластомах на данный момент, 
неизвестно, однако предполагают, что он может от-
вечать за пролиферативную способность клеток и ре-
моделирование внеклеточного матрикса [6]. Также 
показано, что YKL-39 является проангиогенным фак-
тором и хемоаттрактантом для моноцитов, способ-
ствующим метастазированию. У пациентов с раком 
молочной железы повышенный уровень экспрессии 
YKL-39 после неоадъювантной химиотерапии ука-
зывает на высокий риск метастазирования и плохой 
ответ на терапию [7]. За счет того, что данный белок 
секретируем, на него возлагают надежды как на по-
тенциальный маркер, пригодный для ранней диагно-
стики. Существуют данные, доказывающие, что вне-
сение ХПБ в панель маркеров различных тестов 
приводит к повышению их чувствительности и спец-
ифичности.

Цель исследования – разработка нового монокло-
нального антитела, обладающего специфичностью 
к белку YKL-39 человека, которое может быть ис-
пользовано в иммунодиагностике и прогностической 
оценке течения опухолевых заболеваний у человека.

Материалы и методы
культивирование клеток
В исследовании была использована клеточная 

линия глиобластомы человека LN229. Клетки куль-
тивировали в CO

2
-инкубаторе (при 37 °C, в атмосфе-

ре 5 % CO
2
). В качестве среды для культивирова-

ния применяли DMEM c добавлением 0,294 мг / мл 
L-глутамина и 10 % фетальной бычьей сыворотки 
(PAA Laboratories, Австрия), 0,1 мг / мл стрептомици-
на, 100 ЕД / мл пенициллина.

Получение экспрессирующих векторов
Для получения бактериального штамма, экспрес-

сирующего рекомбинантный белок YKL-39, его ко-
дирующая последовательность была заклонирована 
в вектор pET45b (+). Кодирующая последователь-
ность YKL-39 человека была амплифицирована 
на матрице комплементарной ДНК, полученной из 
матричной РНК клеток линии глиобластомы LN229 
с использованием ген-специфических праймеров 
YKL-39 F3006 XhoI 5’-ACT TCT CGA GAC CAT GGG 
AGC AAC CAC C и YKL-39 R3006 HindIII 5’-TAG 
AAA GCT TCA AGG AGC CAA GGC TTC, со встро-
енными сайтами эндонуклеаз рестрикции XhoI и HindIII 
соответственно. Амплифицированные фрагменты ДНК 
очищали и клонировали в вектор pET45b (+) между 
сайтами XhoI и HindIII. В результате была получена 
плазмида pET45b-YKL39, несущая кодирующую 
последователь ность гена YKL-39 человека. Отсут-
ствие мутаций в полученной последовательности 
проверяли при помощи секвенирования.

Экспрессия и очистка рекомбинантного белка
Для экспрессии рекомбинантного белка YKL-39 

использовали бактерии E. coli штамма BL21DE3. 
Бак терии, трансформированные плазмидой pET45b-
YKL-39, стимулировали IPTG в конечной концент-
рации 1 мМ в течение 3 ч при 37 °C. Полученные 
бак терии лизировали с помощью ультразвука, и по-
лученные лизаты использовали для выделения белка.

На I стадии полученные тельца включения экс-
трагировали 5 М мочевиной в PBST в течение 1 ч при 
комнатной температуре. На II стадии для лизиса те-
лец включения был использован буфер следующего 
состава: 0,5 М аргинина, 6 М мочевины, 20 мМ Трис, 
рН 10,0, 50 мМ дитиотреитола, 5 мМ этилендиамин-
тетрауксусной кислоты, 10 мМ глицина. Лизис осу-
ществляли в течение 12 ч при +4 °С. Полученный 
лизат центрифугировали при 10 000 об / мин в течение 
5 мин и температуре +4 °С. Рефолдинг белков про-
водили путем перевода гель-фильтрацией на колонке 
«Сефадекс G-25» в буфер следующего состава: 0,5 М 
NaCL, 4 М мочевины, 0,5 М аргинина, 1 мМ этилен-
диаминтетрауксусной кислоты, 10 мМ цистеамина, 
2 мМ имидазола, PBST – до 50 мл с последующей 
инкубацией в течение 12–36 ч при +4 °С. Дальней-
шую очистку белков производили металл-хелатной 
хроматографией (IMAC) на колонке IMAC Sepharose 
6 Fast Flow (GE Healthсare, 17-0921-08). Белок нано-
сили на колонку IMAC Sepharose 6 FastFlow, уравно-
вешенную буфером. Колонку промывали ступенчатым 
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градиентом концентрации имидазола. Эффективная 
элюция белка YKL-39 с минимальными примесями 
происходит при 75 мМ имидазола. Полученный в ре-
зультате процедуры очистки белок YKL-39 был ис-
пользован в качестве антигена для иммунизации 
мышей.

Получение моноклонального антитела
Первичная иммунизация мышей Balb / c (самок 18 г) 

проводилась путем введения около 30 мкг антигена 
(рекомбинантный белок YKL-39) с полным адъюван-
том Фрейнда (1 : 1) в лапы и холку. Бустирование 
антигеном с неполным адъювантом Фрейнда прово-
дили через 2 нед после первичной иммунизации. 
Гибридизацию (слияние) спленоцитов мышей с кле-
точной линией Sp 2 / 0 делали через 3 дня (на 4-й день) 
после бустирования с помощью PEG 1500. В среду для 
посадки гибридом (RPMI-1640 с 15 % Fetal CloneI) 
добавляли нейтрализующие антитела в соответствии 
с рекомендациями производителя. Полученные ги-
бридомы были рассажены на три 96-луночных план-
шета по 150 мкл суспензии в лунку и оставлены на 
10 дней, после чего были протестированы методом 
иммуноферментного анализа.

иммуноферментный анализ
Рекомбинантный YKL-39 адсорбировали на по-

верхности лунок 96-луночного планшета в концен-
трации 5 мкг / мл в течение ночи при +4 °С. Далее 
лунки промывали 3 раза буфером PBS и блокировали 
5 % раствором BSA в PBS в течение 2 ч при 37 °С. Да-
лее планшеты инкубировали с моноклональными 
антителами. После 3-кратной отмывки раствором 
PBST проводили инкубацию с пероксидазным конъ-
югатом антител против мыши (HRPanti-mouse IgG) 
в разведении 1 : 10 000 в течение 1 ч при 37 °C. После 
3-кратной отмывки раствором PBSТ в каждую лунку 
добавляли 100 мкл субстрата тетраметилбензидина 
и инкубировали до развития окраски в течение 10 мин. 
Реакцию останавливали добавлением в лунки по 25 мкл 
10 % раствора серной кислоты. Измерение оптической 
плотности проводили при длине волны 450 нм.

иммуноблоттинг
Клеточные лизаты получали из субконфлюент-

ного монослоя клеток с использованием буфера RIPA, 
содержащего смесь ингибиторов протеаз (× 10 pro-
tease cocktail inhibitor, Roche, Швейцария). Концен-
трацию полученных лизатов определяли методом 
Бредфорда, на гель наносили 50 мкг белка. Белки 
разделяли в SDS-полиакриламидном геле, после 
чего перемещали на нитроцеллюлозную мембрану 
методом мокрого переноса по стандартному протоко-
лу (прибор Mini Trans-Blot, Bio-Rad Laboratories Inc., 
США). Мембрану инкубировали в 5 % растворе 

обезжиренного молока (Bio-Rad Laboratories Inc., 
США) в течение 1 ч. Затем ее инкубировали в тече-
ние 12 ч со соответствующими первичными антите-
лами при +4 °С с последующей стандартной отмыв-
кой, после чего мембрану инкубировали 1–1,5 ч при 
комнатной температуре с вторичными антителами, 
конъюгированными с пероксидазой хрена. После 
стандартной отмывки мембрану проявляли с помощью 
реагента для хемилюминесцентной реакции ECL. Ука-
занную реакцию регистрировали на приборе Kodak 
Gel Logic 2200 Imaging System с последующей обра-
боткой с помощью программы Kodak Molecular 
Imaging Soft ware SE ver. 5.0.1.27.

иммуноцитохимия и иммуноцитофлуоресценция
Культуру LN229 выращивали на покровных стеклах 

до достижения 30 % конфлюентности. Клетки фик-
сировали в течение 15 мин в 3,7 % параформальде-
гида с последующей промывкой в PBS («ПанЭко», 
Россия). После фиксации и промывок клетки инку-
бировали с антителом к YKL-39 в течение 1 ч при 
комнатной температуре, а затем с козьими антитела-
ми к иммуноглобулинам мыши, конъюгированными 
с флуорохромом Alexa-488 (Jackson Immunoresearch, 
США), или полимерной пероксидазой хрена («Прайм-
БиоМед», Россия) 40 или 15 мин соответственно при 
комнатной температуре. Для визуализации окраши-
вания в нефлуоресцентном методе добавляли суб-
страт 3,3-диаминобензидин хромоген на 5–10 мин 
(«ПраймБиоМед», Россия). Препараты заключали 
в среду на водной основе и оценивали результаты при 
помощи микроскопа Olympus BX-53 (Cheminst, Гер-
мания), сопряженного с камерой Infinity 2 (Lume-
nera, США).

иммуногистохимический анализ
Иммуногистохимическое исследование прово-

дили на операционном материале, фиксированном 
10 % нейтральным формалином, забуференным фос-
фатными солями, в течение 24 ч. После гистологиче-
ской проводки материал заливали в парафин и затем 
готовили срезы толщиной 2–4 мкм. Срезы монтиро-
вали на специальные высокоадгезивные стекла (Su-
perFrost Plus, ApexLab) и высушивали в течение 18 ч 
при 37 °С.

Срезы депарафинизировали ксилолом, регидри-
ровали в спиртах с объемной долей изопропанола 
100 (I, II), 70 и 50 % по 5 мин в каждом и промывали 
в дистиллированной воде. Блокировку эндогенной 
пероксидазы проводили в 3 % растворе перекиси 
водорода в течение 10 мин. Срезы инкубировали 
с антителами к YKL-39, а затем с антителами к им-
муноглобулинам мыши, конъюгированными с поли-
мерной пероксидазой хрена. Окрашивание прояв-
ляли при помощи субстрата 3,3-диаминобензидин 
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хромогена в течение 5–10 мин. Результаты оценива-
ли с помощью микроскопа Olympus BX-53 (Cheminst, 
Германия).

Результаты
Для разработки новых моноклональных антител 

к ХПБ YKL-39 в качестве иммуногена был использо-
ван полноразмерный рекомбинантный белок. В ре-
зультате иммунизации был получен 21 клон гибридом, 
производящих антитела, связывающиеся с антигеном.

В результате дальнейшего клонирования и анали-
за кросс-реактивности с другими ХПБ был отобран 
1 клон 1B2G4, взаимодействующий при иммунофер-
ментном анализе с YKL-39 и не взаимодействующий 
с его ближайшими гомологами YKL-40 и SI–CLP 
(данные не показаны).

Для подтверждения специфичности антител до-
полнительно был проведен анализ белка YKL-39 

методом иммуноблоттинга в тотальных лизатах кле-
ток глиобластомы LN229, в качестве контроля был 
использован рекомбинантный белок, выделенный из 
E. coli (рис. 1а). Было показано, что в клеточных лиза-
тах LN229 антитела 1B2G4 узнают 2 изоформы белка 
размерами 39 и 48 кДа (см. рис. 1а), что характерно 
для ХПБ [8, 9]. Далее полученные антитела 1B2G4 
тестировали методом иммуноцитохимии и иммуно-
флуоресценции, после чего анализ клеток LN229 
выявил окрашивание цитоплазматических гранул, 
характерных для секретируемых белков (рис. 1б, в).

Антитела к белку YKL-39, клон 1B2G4 тестиро-
вали методом иммуногистохимии на парафиновых 
срезах нормальной почки. Температурную демаски-
ровку антигена проводили в цитратном буфере рН 6,0, 
окрашивание срезов – по стандартному протоколу. 
Полученные результаты представлены на рис. 2. На-
блюдается четкая цитоплазматическая окраска 

рис. 2. Иммуногистохимическй анализ YKL-39 в парафиновых срезах здоровой почки. Окрашивание проводили при помощи антител ан-
ти-YKL-39 клон 1B2G4. Специфическая гранулярная окраска цитоплазмы клеток канальцев на парафиновом срезе ткани, фиксированном 
формалином, свидетельствует о наличии клеток, экспрессирующих YKL-39. ×100 (а) и ×400 (б)

Fig. 2. Immunocytochemical analysis of YKL-39 in paraffin sections of a healthy kidney. The sample was stained with anti-YKL-39 clone 1B2G4 antibodies. 
Specific granular staining of the cytoplasm of the renal tubules fixed with formalin indicates presence of cells expressing YKL-39. ×100 (а) and ×400 (б)

рис. 1. Иммуноблоттинг тотальных лизатов клеток LN229 (1, 2) и рекомбинантного белка YKL-39 (3). В качестве первых антител были 
использованы антитела anti-YKL-39 клон 1B2G4 (а). Иммуноцитохимический (б) и иммунофлуоресцентный анализы (в) YKL-39 в клетках 
LN229 при помощи антител anti-YKL-39 клон 1B2G4 (×40)

Fig. 1. Immunoblotting of total protein LN229 cell lysates (1, 2) and YKL-39 recombinant protein (3). The anti-YKL-39 clone 1B2G4 antibodies were 
used as first antibodies (а). Immunocytochemical (б) and immunofluorescent (в) analyses of YKL-39 in LN229 cells using anti-YKL-39 clone 1B2G4 
antibodies (×40)
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клеток эпителия почечных канальцев, характерная 
для окрашивания антителами к YKL-39 [10].

Заключение
Таким образом, антитела, продуцируемые гибри-

домой YKL-39, клон 1B2G4 специфически работают 

в иммуноферментном анализе, иммуноцитохимии, 
непрямой иммунофлуоресценции, иммуноблоттин-
ге на тотальных лизатах клеточной линии LN229 
и рекомбинантном белке, иммуногистохимии на тка-
нях почки. Антитела связываются с полноразмерным 
белком YKL-39 и не взаимодействуют с другими ХПБ.
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N-ГликоЗидов индоло[2,3-а]Пирроло[3,4-C]- 

карБаЗолов на ПротивооПУХолевУЮ активноСтЬ

м. П. киселева1, в. С. Покровский1, 2, л. м. Борисова1, и. С. Голубева1, л. в. Эктова1
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Введение . В работе рассматривается перспектива рационального подхода к созданию новых противоопухолевых агентов 
на основе производных индолокарбазолов.
Цель исследования – в ходе анализа связи «структура – активность» провести сравнительное изучение 12 отечественных 
производных N-гликозидов индоло[2,3-a]пирроло[3,4-с]карбазолов.
Материалы и методы . Исследование влияния структуры на противоопухолевую активность 12 углеводосодержащих индо-
локарбазолов, синтезированных в Национальном медицинском исследовательском центре онкологии им. Н. Н. Блохина, вы-
полняли на солидных моделях перевиваемых опухолей мышей: эпидермоидной карциноме легкого Lewis и меланоме В16. Про-
тивоопухолевый эффект оценивали по критерию торможения роста карциномы легкого Lewis и меланомы В16.
Результаты . Разнообразие модификаций индолокарбазолов позволило выявить зависимость их противоопухолевых свойств 
как от структуры агликона, так и от гликозидного остатка. Замена атомов в верхнем гетероцикле по имидному азоту 
влияет на изменение противоопухолевой активности производных индолокарбазолов с различными и одинаковыми углевод-
ными остатками. При сравнительном изучении 12 производных N-гликозидов индолокарбазолов на моделях карциномы лег-
кого Lewis и меланомы В16 противоопухолевую активность проявили 8 производных.
Заключение . Сформулированные положения о модификационных особенностях в структуре производных индолокарбазолов 
могут быть использованы для создания более активных соединений с высокой избирательностью действия.

Ключевые слова: производные индолокарбазолов, химическая структура, противоопухолевая активность, перевиваемые опу-
холи мышей
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N-GlyCOSIdESINdOlO[2,3,-a]PyRROlO[3,4,-C]CaRBaZOlE dERIVaTIVES ChEMICal STRuCTuRE 
INFluENCE ON aNTITuMOR aCTIVITy
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Introduction . The report considers the prospect of rational approach to the new anticancer agents creation based on indolocarbazole derivatives.
Objective . To conduct a comparative study of 12 domestic N-glycosides, indolo[2,3-a]pirrolo[2,3-a]carbazole derivatives in the course 
of “structure – activity” bond analysis.
Materials and methods . The investigation of influence of 12 carbohydrate – containing indolocarbazoles, synthesized in N. N. Blokhin 
Russian Cancer Research Center of the Ministry of Health of Russia, performed on models of solid transplantable mouse tumors: lung Lew-
is epidermoid carcinoma and B16 melanoma. The antitumor effect was assessed by Lewis epidermoid carcinoma and B16 melanoma 
tumor growth inhibition (TGI %) criterion.
Results . A variety of indolocarbazoles modifications allowed revealing the dependence of their antitumor properties on the structure 
of both, the aglycone and the glycoside residue. Imino-nitrogen interchange of atoms in upper heterocycle influences on indocarbazole 
derivatives antitumor activity change. During a comparative study of 12 N-glycosides indolocarbazole derivatives on lung Lewis epider-
moid carcinoma and B16 melanoma models, 8 derivatives showed antitumor activity.
Conclusion . The formulated concepts on the modification features in indolocarbazole derivatives structure can be used for more active 
compounds creation with greater action selectivity.

Key words: indolocarbazole derivatives, chemical structure, antitumor activity, transplantable mouse tumors
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Введение
Исследование связи «структура – активность» 

открывает оптимальные пути для создания лекарст-
венных препаратов высокой избирательности и эф-
фективности среди продуктов синтеза природных 
аналогов или химической модификации их структур.

Химическая структура противоопухолевого ци-
тотоксического вещества должна обеспечивать пре-
парату, как правило, 3 основных свойства. Во-первых, 
он должен обладать благоприятной фармакокинети-
кой, то есть при введении в организм концентри-
роваться главным образом в тканях, пораженных 
опухолями. Во-вторых, препарат должен легко пре-
одолевать мембранные барьеры и попадать внутрь 
опухолевых клеток. В-третьих, внутри опухолевых 
клеток или на их поверхности активное соединение 
должно поражать ключевые биохимические процес-
сы, чтобы необратимо вызывать повреждение опу-
холевых клеток или торможение пролиферации. 
Кроме того, разработка новых противоопухолевых 
препаратов осуществляется как с целью усиления 
их специфической активности, так и для уменьше-
ния токсического действия на нормальные ткани. 
Соотношение этих факторов обеспечивает избира-
тельность противоопухолевого действия и опреде-
ляет ценность цитостатика как противоопухолевого 
препарата [1, 2].

Уникальность структуры и биологические свой-
ства соединений, относящихся к классу N-гликозидов 
индоло[2,3-а]пирроло[3,4-с]карбазолов, стимулиро-
вали поиск и создание активных противоопухолевых 
агентов среди их синтетических аналогов и низкомо-
лекулярных производных.

Индолокарбазолы состоят из 2 индольных групп, 
связанных с гетероциклической частью через бензол, 
и гликозида (пентозы или гексозы), соединенного 
с 1 или 2 индольными группами. В качестве функци-
ональных, связанных с углеводородным радикалом 
групп, в гетероциклической части молекулы индо-
локарбазола могут выступать азотсодержащие или 
кислородосодержащие группы атомов. Интерес 
представляют гетероциклы, включающие фрагмент 
индоло[2,3-a]карбазола, присоединенный к малеи-
мидному или лактонному остатку. N-гликозиды 
этого ряда соединений известны как высокоактив-
ные вещества в отношении клеточных ферментов –
протеинкиназ и топоизомераз [3–6].

В 1977 г. одним из первых в группе N-гликозидов 
индолокарбазолов, обладающих биологической ак-
тивностью, был выделен стауроспорин, и установле-
но его строение (культура Streptomyces staurosporeus) 
[7]. Позже, в 1983 г., из актинобактерий Nocardia aero-
colonigenes получен известный в ряду N-гликозидов 
индолокарбазолов противоопухолевый антибиотик 
ребеккамицин (рис. 1) [8].

Для повышения растворимости и увеличения 
активности исходные природные индолокарбазолы 
стауроспорин и ребеккамицин подвергали различ-
ным модификациям: а) присоединению заместите-
лей к верхнему гетероциклу, замене атомов в верхнем 
гетероцикле или удалению гетероцикла; б) модифи-
кации плоского хромофора; в) модификации замены 
или удаления углеводной части [9–11].

Известно, что у представителей производных 
стауроспорина (UСN-01, СЕР-701) гликозид связан 
с 2 индольными группами через атомы азота, в отличие 
от аналогов ребеккамицина (NB-506, NSC-655649), 
у которых сахар присоединяется только к 1 индолу 
(рис. 2). Гетероцикл стауроспорина соединен с лак-
тонным кольцом, гетероцикл ребеккамицина – 
с имидным кольцом.

рис. 1. Структурные формулы: а – стауроспорин; б – ребеккамицин

Fig. 1. Structural formulas: а – staurosporine and б – rebeccamycin

рис. 2. Структурные формулы производных: а – стауроспорина (UСN-01,  
СЕР-701); б – ребеккамицина (NB-506, NSC-655649)

Fig. 2. Structural formulas of: a – staurosporine derivatives (UСN-01, 
СЕР-701); б – rebeccamycin derivatives (NB-506, NSC-655649)
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Принято считать, что верхний гетероцикл отве-
чает за связывание индолокарбазолов с киназами 
и топоизомеразами, плоский хромофор с ненасы-
щенными группами атомов позволяет встраиваться 
(интеркалировать) индолокарбазолам между основа-
ниями молекулы ДНК, а углеводный остаток обеспе-
чивает ковалентную связь с ДНК. Кроме того, моди-
фикации в строении углеводной части молекулы 
меняют не только сродство к ДНК, но и способность 
ингибировать ферменты метаболизма нуклеиновых 
кислот – топоизомеразы I и II [3, 10, 12]. Например, 
определенные модификационные изменения в струк-
туре 6-N-амино-аналогов индолокарбазола NB-506 
позволяют обеспечить лучшую противоопухолевую 
активность ингибиторов топоизомеразы I [13, 14]. При 
этом наличие гликозидного остатка у атома азота 
в индоле является ключевым элементом как для вза-
имодействия с ДНК, так и для ингибирования топо-
изомеразы I [5, 10].

Различные модификации природных и синтети-
ческих производных индолокарбазолов приводят 
к изменениям их физико-химических свойств и био-
логической активности, что важно для разработки 
соединений в качестве потенциальных противоопу-
холевых агентов. Очевидно, что на противоопухоле-
вый эффект исследуемого соединения могут оказывать 
влияние как заместители в агликоне, так и природа 
гликозидного остатка. Это может быть связано с из-
менением спектра противоопухолевого действия 
либо разной степенью лечебного эффекта, неодина-
ковой биодоступностью соединений, что впослед-
ствии повлияет на величину терапевтической дозы 
препарата. Таким образом, индолокарбазолы и их 
углеводосодержащие производные перспективны для 
дальнейшей оптимизации химической структуры.

В лаборатории химического синтеза НИИ экспери-
ментальной диагностики и терапии опухолей НМИЦ 
онкологии им. Н. Н. Блохина разработан оригинальный 
метод синтеза N-гликозидов индоло[2,3-а]пирроло 
[3,4-с]карбазолов, позволяющий получать ряды ана-
логов, отличающихся структурой углеводного остат-
ка и / или агликона. Метод обеспечивает стереоспе-
цифичность гликозидной связи и использование 
легкоудаляемых защитных групп. В разработанном 
синтезе в качестве ключевых соединений выступают 
защищенные гликозиды индола, полученные «индо-
лин-индольным» методом [15]. Последующее взаи-
модействие гликозидов с оксалилхлоридом и даль-
нейшая конденсация с индолилуксусной кислотой 
приводят к выделению N-гликозидов бис(индолил) 
фуран-2,5-диона, которые в результате фотохими-
ческого окисления образуют производные индоло- 
[2,3-а]фурано[3,4-с]карбазола. Обработка последних 
водным аммиаком в диметилформамиде дает воз-
можность получить незащищенные гликозиды 

индоло[2,3-а]пирроло[3,4-с]карбазолов с различны-
ми заместителями в агликоне, а также разными 
углеводными остатками для сопоставления биологи-
ческих свойств модифицированных соединений 
и выявления среди них наиболее активных [16].

Цель исследования – изучить противоопухолевую 
активность 12 соединений в ряду N-гликозидов ин-
доло[2,3-a]пирроло[3,4-с]карбазолов и по результа-
там скрининга провести анализ связи «структура – 
активность».

Материалы и методы
лабораторные животные. В работе использовали 

самцов и самок мышей линий C57Bl / 
6
j, DBA / 2 (до-

норы опухолевого материала) и гибридов 1-го поко-
ления BDF1 (DBA / 2 × C

57
Bl / 

6
j) в возрасте 1,5–2 мес 

с начальной массой 19–23 г. Мышей получали из раз-
ведения в отделе лабораторных животных НМИЦ 
онкологии им. Н. Н. Блохина. Перед лечением гры-
зунов распределяли по группам. В контрольной группе 
было 10–12 мышей, в опытных группах – по 6–8 жи-
вотных.

модели опухолевого роста. Исследования выпол-
нены на солидных моделях опухолевого роста мы-
шей: эпидермоидной карциноме легкого Lewis (LLC) 
и меланоме В16. В опытах использованы 2–10-й 
пассажи in vivo. Солидные формы LLC и В16 переви-
вали лабораторным животным по стандартным ме-
тодикам [17]. При перевивке инокуляция опухолевых 
клеток проводилась подкожно в правую подмышеч-
ную область каждой мыши BDF1 по 50 мг опухолевой 
взвеси в среде 199 в разведении 1 : 10 (5 × 106 клеток). 
Лечение начинали через 48 ч после перевивки.

исследуемые соединения. Использованные в ра-
боте соединения ЛХС нерастворимы в воде (рис. 3, 
табл. 1). Их растворяли в диметилсульфоксиде и раз-
водили физиологическим раствором до 10 % концент-
рации диметилсульфоксида. Испытание проводили 
по схеме, применяемой для первичного исследова-
ния потенциальных противоопухолевых препаратов 

рис. 3. Общая формула производных индолокарбазола

Fig. 3. General formula of indolocarbazole derivatives
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таблица 1. Представленные к изучению N-гликозиды индоло[2,3-а]пирроло[3,4-с]карбазолов

Table 1. N-glycosides of indolo[2,3-а]pyrrolo[3,4-с]carbazoles presented for the study

название соединения 
Compound name

X, y, Z

Gly – углеводный 
остаток 

Gly-carbohydrate 
residue

Шифр соединения 
Compound code

6-амино-12-(α-L-арабино-пиранозил)индо-
ло[2,3-а]пирроло[3,4-с]карбазол-5,7-дион 
6-amino-12-(α-L-arabino-pyranosil)indolo[2,3-а]
pyrrolo[3,4-с]carbazole-5,7-dione

X
1
 = X

2
 – H,

Y – NH
2
,

Z – H

Арабиноза 
Arabinose

ЛХС-1208 
LCS-1208

6-[2-морфолиноэтил]-12-(α-L-арабинопиранозил)
индоло[2,3-а]пирроло[3,4-с]карбазол-5,7-дион 
6-[2-morpholinethyl]-12-(α-L-arabinopyranosil)
indolo[2,3-а]pyrrolo[3,4-с]carbazole-5,7-dione

Х
1
 = Х

2
 – H,

Y – СН
2
СН

2
N(CН

2
)O

4
,

Z – H

Арабиноза 
Arabinose

ЛХС-1054 
LCS-1054

13-метил-12-(α-L-арабинопиранозил)9-бром-ин-
доло [2,3-а]пирроло[3,4-с]карбазол-5,7-дион 
13-methyl-12-(α-L-arabino-pyranosil)9-brome indolo[2,3-а]
pyrrolo[3,4-с]carbazole-5,7-dione

Х
1
 – Br, Х

2
 – H,

Y – Н,
Z – CH

3

Арабиноза 
Arabinose

ЛХС-1007 
LCS-1007

12-(α-L-арабинопиранозил)индоло[2,3-а]пирро-
ло[3,4-с]карбазол-5,7-дион 
12-(α-L-arabinopyranosil)indolo[2,3-а]pyrrolo[3,4-с]
carbazole-5,7-dione

Х
1
 = Х

2  
– H,

Y – H,
Z – Н

Арабиноза 
Arabinose

ЛХС-1006 
LCS-1006

6-(ацетиламидо)-12-(α-L-арабинопиранозил)
индоло[2,3-a]пирроло[3,4-c]карбазол-5,7-дион 
6-(acetylamido)-12-(α-L-arabinopyranosil)indolo[2,3-а]
pyrrolo[3,4-с]carbazole-5,7-dione

Х
1
 = Х

2
 – H,

Y – NНСОСН
2
CН

3
,

Z – Н

Арабиноза 
Arabinose

ЛХС-1254 
LCS-1254

6-(2-диэтиламиноэтил)-12-(β-D-ксилопиранозил)
индоло[2,3-а]пирроло[3,4-с]карбазол-5,7-дион 
6-(2-diethylaminoethyl)-12-(β-D-xylopyranosil)
indolo[2,3-а]pyrrolo[3,4-с]carbazole-5,7-dione

Х
1
 = Х

2
 – H,

Y – СН
2
СН

2
N(C

2
H

5
)

2
,

Z – H

Ксилоза 
Xylose

ЛХС-1040 
LCS-1040

13-метил-12-(β-D-ксилопиранозил)индоло[2,3-а]
пирроло[3,4-с]карбазол-5,7-дион 
13-methyl-12-(β-D-xylopyranosil)indolo[2,3-а]
pyrrolo[3,4-с]carbazole-5,7-dione

Х
1
 = Х

2
 – H,

Y –H,
Z – CH

3

Ксилоза 
Xylose

ЛХС-976 
LCS-976

12-(β-D-ксилопиранозил)индоло[2,3-а]пирро-
ло[3,4-с]карбазол-5,7-дион 
12-(β-D - xylopyranosil)indolo[2,3-а]pyrrolo[3,4-с]
carbazole-5,7-dione

Х
1
 = Х

2
 – H,

Y – H,
Z – Н

Ксилоза 
Xylose

ЛХС-983 
LCS-983

6-(2-диэтиламиноэтил)-12-(β-D-галактопирано-
зил)индоло[2,3-а]пирроло[3,4-с]-
карбазол-5,7-дион 
6-(2- diethylaminoethyl)-12-(β-D-galactopyranosil)indolo 
[2,3-а] pyrrolo[3,4-с]carbazole-5,7-dione

Х
1
 = Х

2
 – H,

Y – СН
2
СН

2
N(C

2
Н

5
)

2
,

Z – Н

Галактоза 
Galactose

ЛХС-1098 
LCS-1098

12-(β-D-галактопиранозил)индоло[2,3-а]пирро-
ло[3,4-с]карбазол-5,7-дион 
12-(β-D-galactopyranosil)indolo[2,3-а]pyrrolo[3,4-с]
carbazole-5,7-dione 

Х
1
 = Х

2
 – H,

Y – H,
Z – Н

Галактоза 
Galactose

ЛХС-999 
LCS-999

6-цианоэтиламино-12-(β-D-галактопирано-
зил)-индоло[2,3-a]пирроло[3,4-c]-
карбазол-5,7-дион 
6-cyanoethylamino-12-(β-D-galactopyranosil)indolo[2,3-а] 
pyrrolo[3,4-с]carbazole-5,7-dione

Х
1
 = Х

2
 – H,

Y – NНСН
2
СН

2
CN,

Z – Н

Галактоза 
Galactose

ЛХС-1264 
LCS-1264

12-(β-D-рибопиранозил)индоло[2,3-а]пирро-
ло[3,4-с]карбазол-5,7-дион 
12-(β-D-ribopyranosil)indolo[2,3-а]pyrrolo[3,4-с]carbazole-
5,7-dione

Х
1
 = Х

2
– H,

Y – H,
Z – Н

Рибоза 
Ribose

ЛХС-985 
LCS-985
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в широком диапазоне доз от 5 до 175 мг / кг в соответ-
ствующих концентрациях от 0,5 до 10 мг / мл при еже-
дневном внутрибрюшинном введении в течение 5 дней.

оценка результатов. Противоопухолевый эффект 
соединений ЛХС оценивали по торможению роста 
опухолей и вычисляли по формуле:

ТРО = (Vk –Vo) / Vk × 100,

где ТРО – торможение роста опухолей (%); Vk и Vo – 
средний объем опухолей (мм3) в контрольной и опыт-
ной группах, который для каждой солидной опухоли 
определялся как произведение размеров 3 перпенди-
кулярных диаметров опухолевого узла. Измерение 
объема опухолей LLC и B16 проводили на разных 
сроках после окончания лечения [18].

Показатели эффективности изучаемых соедине-
ний определяли в сравнении с контрольными груп-
пами животных без лечения.

При сравнительном исследовании связи «струк-
тура – активность» эффективными считали дозы со-
единений ЛХС, вызывающие торможение роста 
опухолей на 50 % после окончания лечения.

оценка результатов. Статистический анализ дан-
ных проводили с использованием компьютерной 

программы STATISTICA 6.0. Различия между срав-
ниваемыми группами считались статистически до-
стоверными при p <0,05.

Результаты исследований
Проведен анализ соединений ЛХС, одинаковых 

по структуре агликона и отличающихся углеводными 
(гликозидными) остатками, и соединений ЛХС, мо-
дифицированных по агликону, но с одинаковыми 
углеводными остатками.

В табл. 2 представлены эффективные дозы сое-
динений ЛХС, подавляющие рост LLC и B16 на 50 %. 
Результаты скрининга позволили оценить противо-
опухолевое действие соединений ЛХС и провести 
анализ связи «структура – активность».

На моделях LLC и B16 соединения галактопира-
нозил ЛХС-1098 и ксилопиранозил ЛХС-1040 с оди-
наковым агликоном (2-диэтиламиноэтильнаягруппа 
по имидному азоту) продемонстрировали эффектив-
ность в одинаковых суммарных дозах 125 мг / кг.

Изменения в структуре агликона (NH-группа 
в верх нем гетероцикле) приводили к изменениям 
противо опухолевых свойств галактопиранозила 
ЛХС-999, который в дозе 500 мг / кг был активен 
только на модели LLC, а ксилопиранозил ЛХС-983 

таблица 2. Исследование связи «структура–активность» производных индолокарбазолов на солидных моделях опухолей мышей

Table 2. Association between structure and activity of indolocarbazole derivatives in solid murine tumors

Структура агликона 
aglycone structure

Углеводный 
остаток, gly 

Carbohydrate residue, gly

Шифр соединения 
Compound code

опухолевые модели 
мышей 

Model murine tumor

Суммарная доза*, 
мг/кг 

Total dose, mg/kg

Галактоза 
Galactose

ЛХС-1098 
LCS-1098

LLC 125

В16 125

Ксилоза 
Xylose

ЛХС-1040 
LCS-1040

LLC 125

В16 125

Галактоза 
Galactose

ЛХС-999 
LCS-999

LLC 500

В16 б/эф** 
n/ef**

Ксилоза 
Xylose

ЛХС-983 
LCS-983

LLC б/эф** 
n/ef**

В16 50

Арабиноза 
Arabinose

ЛХС-1006 
LCS-1006

LLC 300

В16 300

Рибоза 
Ribose

ЛХС-985 
LCS-985

LLC 125

В16 125
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Структура агликона 
aglycone structure

Углеводный 
остаток, gly 

Carbohydrate residue, gly

Шифр соединения 
Compound code

опухолевые модели 
мышей 

Model murine tumor

Суммарная доза*, 
мг/кг 

Total dose, mg/kg

Галактоза 
Galactose

ЛХС-1264 
LCS-1264

LLC б/эф** 
n/ef**

В16 250

Ксилоза 
Xylose

ЛХС-976 
LCS-976

LLC 125

В16 125

Арабиноза 
Arabinose

ЛХС-1054 
LCS-1054

LLC 375

В16 375

ЛХС-1254 
LCS-1254

LLC б/эф** 
n/ef**

В16 150

ЛХС-1208 
LCS-1208

LLC 125

В16 125

ЛХС-1007 
LCS-1007

LLC 200

В16 200

*Эффективная доза, подавляющая рост опухоли на 50 %, **б/эф – без терапевтического эффекта во всех исследуемых дозах. 
*Effective dose reducing tumor growth by 50 %, **n/ef – no therapeutic effect in all studied doses.

Окончание табл. 2

End of table 2
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в дозе 50 мг / кг проявил эффективность только в от-
ношении В16.

При сравнении противоопухолевых свойств со-
единений ЛХС, имеющих одинаковый углеводный 
остаток (галактозу), но модифицированных по агли-
кону галактопиранозилов ЛХС-1098 (с 2-диэтиламино-
этильной группой в агликоне), ЛХС-999 (с NH-группой 
в агликоне) и ЛХС-1264 (с цианоэтиламиногруппой 
в агликоне) активность на солидных моделях LLC 
и В16 показал только ЛХС-1098. Полученные результаты 
свидетельствуют о том, что модификации в структу-
ре агликона ведут к изменениям противоопухолевых 
свойств рассмотренных соединений [10, 19].

Анализируя данные о противоопухолевом дейст-
вии ксилопиранозилов ЛХС-1040, ЛХС-976 и ЛХС-983, 
которые также имеют одинаковый гликозидный оста-
ток –ксилозу и отличаются структурой агликона, отме-
чено, что на эффективность лечения LLC и В16 влияет 
наличие 2-диэтиламиноэтильной группы у имидного 
азота в агликоне ЛХС-1040 и СН

3
-группы в индоле 

ЛХС-976. Отсутствие таковых групп в агликоне 
 ЛХС-983 не приводило к противоопухолевому эффек-
ту на LLC. Значит, на противо опухолевые свойства 
соединений, имеющих одинаковые гликозидные остат-
ки, влияют заместители в агликоне.

Следующую группу, представленную к рассмо-
трению связи «структура – активность», составили 
производные индолокарбазолов с одинаковым агли-
коном, но модифицированные по гликозидному 
остатку: галактопиранозил ЛХС-999, ксилопирано-
зил ЛХС-983, арабинопиранозил ЛХС-1006 и рибо-
пиранозил ЛХС-985. Установлено, что противоопу-
холевый эффект соединений аналогичной структуры 
зависит от природы гликозидного остатка [10, 16]. Так, 
при исследовании противоопухолевого действия соеди-
нений на LLC и В16 активность показали ЛХС-1006 
и ЛХС-985. Отсутствие терапевтического эффекта 
в отношении LLC наблюдали у ЛХС-983. Соединение 
ЛХС-999 было неэффективным на меланоме В16.

При изучении связи «структура–активность» было 
продолжено сравнение противоопухолевых свойств 
соединений ЛХС-1006, ЛХС-1054, ЛХС-1254, ЛХС-1208 
и ЛХС-1007, содержащих в качестве гликозидного 
остатка арабинозу и отличающихся только структу-
рой агликона. Воздействие на LLC и В16 показали 
все соединения, кроме ЛХС-1254 (с ацетиламидо-
группой в агликоне), которое проявило активность 
только в отношении В16. Следовательно, противо-
опухолевые свойства индолокарбазолов, имеющих 
одинаковый гликозидный остаток, зависят от раз-
личных заместителей в структуре их агликона.

Авторы многочисленных исследовательских ра-
бот установили, что верхний гетероцикл отвечает за 
связывание индолокарбазолов с топоизомеразами, 
а углеводный остаток обеспечивает ковалентную связь 

с ДНК. Также отмечено, что при модификации угле-
водной части молекулы меняется не только аффин-
ность к ДНК, но и способность к ингибированию 
топоизомеразы I [3, 10, 12–14]. Это положение под-
тверждают результаты данного исследования. То есть, 
замена атомов в верхнем гетероцикле по имидному 
азоту влияет на изменение противоопухолевой ак-
тивности производных индолокарбазолов с различ-
ными и одинаковыми углеводными остатками. Так, 
арабинопиранозил ЛХС-1254 с ацетиламидогруппой 
в верхнем гетероцикле и ксилопиранозил ЛХС-983 
с водородом у имидного азота проявили активность 
только в отношении В16. Галактопиранозилы ЛХС-999 
с NH-группой в верхнем гетероцикле и ЛХС-1264 
с цианоэтиламиногруппой оказались неэффектив-
ными на моделях В16 и LLC соответственно.

В ходе анализа связи «структура–активность» 
из рассмотренных 12 N-гликозидов индоло[2,3-a] 
пирроло[3,4-с]карбазолов активными на моделях LLC 
и В16 оказались 8 производных.

Заключение
Разнообразие модификаций индолокарбазолов 

позволило выявить зависимость их противоопухоле-
вых свойств от структуры и агликона, и гликозидного 
остатка. Однако для определения четкой взаимосвя-
зи «структура–активность» необходимо проведение 
скрининга с бóльшим количеством производных ин-
долокарбазолов, объединенных в определенные мо-
дификационные группы.

Результаты настоящего исследования показали, что 
модификации в структуре агликона приводят к из-
менениям противоопухолевых свойств индолокарба-
золов, а именно:

• замена атомов в верхнем гетероцикле оказывает 
влияние на противоопухолевую активность соеди-
нений ЛХС с разными гликозидными остат ками;

• противоопухолевый эффект соединений ЛХС 
с одинаковым агликоном, но модифицирован-
ных по гликозидному остатку, зависит от приро-
ды гликозидного остатка;

• противоопухолевые свойства соединений ЛХС, 
имеющих одинаковый гликозидный остаток, 
зависят от различных заместителей в структуре 
агликона.
Экспериментально-практический материал, по-

лученный в ходе анализа связи «структура – актив-
ность» индолокарбазолов, открывает возможности 
рациональной разработки из этого класса соедине-
ний новых противоопухолевых агентов. Сформули-
рованные положения о модификационных особен-
ностях в структуре производных индолокарбазолов 
могут быть использованы для создания более актив-
ных соединений с высокой избирательностью дей-
ствия.



39

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 2'2019  ТОм 18    vol. 18

Оригинальные статьи

1. Онкология: справочник практическо-
го врача. Под ред. И.В. Поддубной. 
М.: МЕДпресс-информ., 2009. 768 с. 
[Oncology: Referencepractitioner. Edn. 
I.V. Poddubnaya. M.: MEDpress-
inform., 2009. 768 p. (In Russ.)].

2. Семенов А.А. Природные противо-
опухолевые соединения (структура 
и механизм действия). Новосибирск: 
Наука, 1979. 222 с. [Natural antitumor 
compounds (structure and mechanism 
of action). Novosibirsk: Nauka, 1979. 
222 p. (In Russ.)].

3. Bailly C. Topoisomerase I poisons and 
suppressors as anticancer drugs. Curr 
Med Chem 2000;7(1):39–58.

4. Pereira E.R., Belin L., Sancelme M. 
et al. Structure-activity relationships  
in a series of substituted indolocarba-
zoles: topoisomerase I and protein kinase 
C inhibition and antitumoral and 
antimicrobial properties. J Med Chem 
1996;39(22):4471–7.

5. Pindur U., Kim Y.S., Mehrabani F. 
Advances in indolo[2,3-a]carbazole 
chemistry: design synthesis of protein 
kinase C and topoisomerase I inhibitors. 
Curr Med Chem 1999;6(1):29–69.

6. Deslandes S., Chassaing S., Delfourne E. 
Marine pyrrolocarbazoles and analogues: 
synthesis and kinase inhibition. Mar 
Drugs 2009;7(4):754–86. 
DOI: 10.3390/md7040754.

7. Omura S., Ywai Y., Hirano A. et al. 
A new alkaloid AM-2282 of Strepto-
myces origin. Taxonomy, fermentation, 
isolation and preliminary characte-
rization. J Antibiot 1977;30(4):275–82.

8. Nettleton D.E., Doyle T.W., Krishnan B. 
et al. Isolation and structure of rebecca-
mycin – a new antitumor antibiotic from 
nocardia aerocoligenes. Tetrahedron Lett 
1985;26:4011–4. DOI.org/10.1016/
S0040-4039(00)89280-1.

9. Wada Y., Nagasaki H., Tokuda M. et al. 
Synthesis of N-protected stauro-

sporinones. J Org Chem 2007;72(6): 
2008–14. DOI: 10.1021/jo062184r.

10. Prudhomme M. Biological Targets 
of antitumor indolocarbazoles bearing 
a sugar moiety. Curr Med Chem Anti-
Cancer Agents 2004;4(6):509–21.

11. Gescher A. Analogs of staurosporine: 
potential anticancer drugs? Gen 
Pharmacol 1998;31:721–8.

12. Zembower D.E., Zhang H., Lines -
wala J.P. et al. Indolocarbazole poisons 
of human topoisomerase I: regioisomeric 
analogues of ED-110. Bioorg Med Chem 
1999;9:145–50.

13. Urasaki Y., Laco G., Takebayashi Y. et al. 
Use of camptothecin-resistant 
mammalian cell lines to evaluate the role 
of topoisomerase I in the antiproliferative 
activity of the indolocarbazole, NB-506 
and its topoisomerase I binding site. 
Cancer Res 2001;61(2):504–8.

14. Ohkubo M., Kojiri K., Kondo H. et al. 
Synthesis and biological activities 
of topoisomerase i inhibitors, 6-N-amino 
analogues of NB-506. Bioorg Med Chem 
Lett 1999;9(9):1219–24.

15. Preobrazhenskaya M.N., Korbukh I.A. 
The synthesis and reactions of pyrrole, 
pyrazole, triazole, indole, indazole and 
benzotriazole nucleosides and 
nucleotides. In:  Chemistry of Nucleo-
sides and Nu cleo tides. Сh. 3.  
Ed. L.B. Townsend. New York, London: 
Plenum Press, 1993. Pp. 1–105.

16. Мельник С.Я. Синтез и изучение 
 гликозидов, производных бисиндола 
и родственных индоло[2,3-а]карбазо-
лов. Под ред. М.И Давыдова, 
А.Ю. Барышникова Эксперименталь-
ная онкология на рубеже веков. М., 
2003. С. 281–93. [Melnik S.Ya. 
Synthesis and study of glycosides, 
bisindole derivatives and related 
indolo[2,3-a]carbazoles. Ed. 
Davydov M.I., Baryshnikov A.Yu. 
Experimental oncology at the turn  

of the century. Moscow, 2003. P. 281–93 
(In Russ.)]. 

17. Экспериментальная оценка противо-
опухолевых препаратов в СССР 
и США. Под ред. З.П. Софьиной, 
А.Б. Сыркина (СССР), А. Голдина, 
А. Кляйна (США). М.: Медицина, 1980. 
295 с. [Experimental evaluation ofanti-
tumor drugsin the USSR and the USA. 
Ed. Z.P. Sofina, A.B. Syrkin (USSR), 
A. Goldin, A. Klein (USA), 
M.: Medicine, 1980:296 p. (In Russ.)].

18. Трещалина Е.М., Жукова О.С., 
 Герасимова Г.К. и др. Методические 
рекомендации по доклиническому 
изучению противоопухолевой актив-
ности лекарственных средств. В кн.: 
Руководство по проведению докли-
нических исследований лекарствен-
ных средств. Ч. 1. Под ред. А.Н. Ми-
ронова, Н.Д. Бунятян, А.Н. Васильева 
и др. М.: Гриф и К, 2012;39:642–57. 
[Treshchalina Н.M., Zhukova O.S., 
Gerasimova G.K. et al. Guidelines 
for preclinical study of the antitumor 
activity of drugs. In the book: Guidelines 
for conducting preclinical studies of drugs. 
Part 1. Ed. A.N. Mironov, N.D. Bunyatyan, 
A.N. Vasil’yev et al. M.: Grief and K, 
2012;39:642–57 (In Russ.)].

19. Голубева И.С., Яворская Н.П., 
 Эктова Л.В. и др. Сравнение противо-
опухолевой активности производных 
индолокарбазола с углеводными 
остатками галактозой, арабинозой 
и заместителями по имидному атому 
азота. Российский биотерапевтический 
журнал 2017;16(s1):23. [Golubeva I.S., 
Yavorskaya N.P., Ektova L.V. et al. 
Comparison of the antitumor activity 
of indolocarbazole derivatives with 
carbohydrate residues galactose, 
arabinose and substituents on the imide 
nitrogen atom. Rossiysky bioterapev-
tichesky zhurnal = Russian Biotherapeutic 
Journal 2017;16(S):23 (In Russ.)].

Л И Т Е Р А Т У Р А  /  R E F E R E N C E S

ORCId авторов/ ORCId of authors
В.С. Покровский / V.S. Pokrovsky: https://orcid.org/0000-0003-4006-9320

конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.

Финансирование. Исследование проведено без спонсорской поддержки.
Financing. The study was performed wishout external funding.

Соблюдение правил биоэтики. Исследование выполнено в соответствии с этическими нормами обращения с животными, принятыми 
Европейской конвенцией по защите позвоночных животных, используемых для исследовательских и иных научных целей.
Compliance with principles of bioethics. The study was performed in accordance with ethical principles adopted by the European Convention for 
the protection of vertebrate animals used for experimental and other scientific purposes.

Статья поступила: 28.02.2019. Принята в печать: 12.04.2019.
article reseived: 28.02.2019. accepted for publication: 12.04.2019.



40 Оригинальные статьи

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  2'2019  ТОм 18    vol. 18

иЗУчение ПротивооПУХолевой активноСти 
СинтетичеСкоГо ПеПтида RyQlhPyR на клеткаХ  

рака ПредСтателЬной ЖелеЗы
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Россия, 115478 Москва, Каширское ш., 24

Контакты: Наталья Павловна Акентьева na_aken@icp.ac.ru

Введение . RHAMM (опосредованный гиалуронаном рецептор подвижности) избыточно экспрессируется во многих типах рака 
человека, а повышенный синтез RHAMM обычно коррелирует с плохим прогностическим фактором. В ходе исследования мы 
синтезировали пептид RYQLHPYR, модулирующий активность RHAMM, и рассмотрели терапевтический потенциал это-
го RHAMM-таргет-пептида как противоопухолевого реагента.
Цель исследования – изучение влияния синтетического пептида RYQLHPYR на жизнеспособность, апоптоз, некроз, актив-
ность каспаз-3 / 7 и инвазивность клеток рака предстательной железы.
Материалы и методы . Пептид RYQLHPYR был получен твердофазным синтезом. Изучались клетки рака предстательной 
железы человека (PC3 m-LN

4 
), мышиные эмбриональные фибробласты (неинвазивные, нормальные клетки) и мышиные эм-

бриональные фибробласты (RHAMM- / -). Для количественной оценки влияния пептида на апоптоз и некроз клеток использо-
вали метод ELISAPLUS. Определение активности каспаз-3 / 7 проводили колориметрическим методом. Антиметастатическое 
действие пептида in vitro оценивалось по инвазивности клеток методом количественного анализа площади деградации 
флуоресцентного желатина.
Результаты . Установлено, что пептид RYQLHPYR ингибировал рост опухолевых клеток PC3 m-LN4 при концентрации 
10 мкг / мл (2 × 10–7 М) через 24 ч на ~80 %. Показано, что пептид стимулировал повышение уровня апоптоза в раковых 
клетках примерно в 10 раз и ускорял некротическую гибель опухолевых клеток в 2,5 раза. В ходе исследований выявлено, 
что пептид повышал в 2 раза активность каспаз-3 / 7 в опухолевых клетках. В то же время показано, что RHAMM-таргет-
пептид не оказывал значительного эффекта на апоптоз и некроз нормальных клеток и RHAMM- / -. Установлено, что пептид 
ингибировал инвазивность опухолевых клеток на ~99,86 % при концентрации 10 мкг / мл (2 × 10–7 М).
Выводы . Полученные результаты указывают, что пептид RYQLHPYR обладает противоопухолевой активностью и, следо-
вательно, имеет терапевтический потенциал для лечения рака предстательной железы.
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Introduction . The RHAMM (hyaluronan mediated mobility receptor) is overexpressed in many types of human cancer and increased 
synthesis of the RHAMM usually correlates with a poor prognostic factor. In this paper, we synthesized the peptide-RYQLHPYR modu-
lating the activity of the RHAMM and examined the therapeutic potential of this RHAMM-targeting peptide as an antitumor agent.
Objective . Study the effect of the synthetic peptide RYQLHPYR on viability, apoptosis, necrosis, caspase-3 / 7 activity, and invasion 
of prostate cancer cells.
Materials and methods . The peptide RYQLHPYR was prepared by solid phase synthesis. Human prostate cancer cells (PC3 m-LN4), 
murine embryonic fibroblasts and murine embryonic fibroblasts (RHAMM- / -). To quantify the effect of the peptide on apoptosis and cell 
necrosis, ELISAPLUS was used. The activity of caspase-3 / 7 was determined by the colorimetric method. Evaluation of the anti-metastat-
ic effect of the peptide in vitro was evaluated by invasion of cells by quantitative analysis of the area of degradation of fluorescent gelatin.
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Results . It was found that the peptide RYQLHPYR inhibited the growth of tumor cells PC3 m-LN4 at a concentration of 10 μg / ml (2 × 10–7 M) 
after 24 h by ~80 %. It was shown that the peptide stimulated the level of apoptosis in cancer cells, approximately 10-fold. It was found 
that the peptide increased the necrotic death of tumor cells by 2.5 times. During the research it was revealed that the peptide increased 
the caspase-3 / 7 activity in tumor cells by 2 times. At the same time, it was shown that RHAMM-targeting peptide had no significant effect 
on apoptosis and necrosis of normal cells (fibroblasts) and fibroblasts (RHAMM- / -). It was found that the peptide inhibited invasion 
of tumor cells by ~99.86 % at a concentration of 10 μg / ml (2 × 10–7 M).
Conclusions . The obtained results indicate that the peptide RYQLHPYR has antitumor activity and, therefore, has a therapeutic poten-
tial for the treatment of prostate cancer.

Key words: peptides, apoptosis, necrosis, prostate cancer, invasion

Введение
Частота возникновения онкологических заболе-

ваний в мире растет в геометрической прогрессии. 
Согласно статистике, к 2020 г. смертность от рака 
составит 40 % общего числа смертей [1]. Рак предста-
тельной железы (РПЖ) остается 2-й ведущей причи-
ной гибели в мире (после рака легких). Кроме того, 
лечение онкологических заболеваний является край-
не дорогостоящим. Несмотря на определенные успехи 
в лечении, основная проблема в онкологии заключа-
ется в отсутствии селективности противоопухолевых 
препаратов. Поэтому разработка механизмов таргет-
ной терапии раковых заболеваний – самая актуаль-
ная и активно развивающаяся область биомедицины.

Таргетная, адресная химиотерапия позволяет из-
бирательно и эффективно локализовать препарат на 
молекулярных мишенях в клетке (например, на ре-
цепторах), в то же время ограничить его доступ к нор-
мальной клетке и таким образом получить максималь-
ный терапевтический эффект, снизив токсичность 
препарата. На протяжении последних лет использо-
вание пептидов как перспективных терапевтических 
агентов для лечения онкологических заболеваний, 
стремительно растет. Терапевтические пептиды завое-
вывают все большую популярность для применения 
в различных аспектах медицины, в том числе в виде 
противоопухолевых вакцин, в составе антимикроб-
ной терапии, для доставки нуклеиновых кислот [2–9]. 
Недавно установлено, что антимикробный пептид 
низин обладает противоопухолевой активностью, 
индуцирует апоптоз и подавляет пролиферацию кле-
ток астроцитомы человека (SW1088) [10].

В ходе исследований было выявлено, что пепти-
ды обладают разными физиологическими активно-
стями и эффектами воздействия на опухолевые клетки. 
Многие природные и синтетические проапоптоти-
ческие пептиды индуцируют ферменты апоптоза 
и вызывают гибель клеток. Например, катионный 
антимикробный пептид, выделенный из бразильско-
го тарантула, обладает не только бактериостатиче-
скими свойствами, но и проявляет противоопухоле-
вую активность in vitro и in vivo [11]. Так называемые 
клеточно-проникающие пептиды усиливают эффект 
химиотерапевтических препаратов, в то же время 
мембранолитические, катионные антимикробные пеп-

тиды разрушают мембраны раковых клеток [12–16]. 
Недавно показано, что пептиды, выделенные из ав-
стралийской лягушки, ингибируют деление клеток 
рака молочной железы [17]. Химерные пептиды 
проявляют противоопухолевую активность и пони-
жают множественную лекарственную устойчивость 
опухолей [18]. Известно, что клеточно-проникаю-
щий пептид dNP2 может ускорять накопление про-
тивоопухолевых препаратов в клетке и тем самым 
повышать эффективность лечения рака [19].

Под воздействием различных неблагоприятных 
факторов нормальная клетка может перерождаться 
в раковую, которая характеризуется повышенным 
уровнем экспрессии рецепторов, белков или фермен-
тов, являющихся молекулярными мишенями опухоле-
вой клетки. Существует категория противоопухолевых 
пептидов (пептидных антагонистов), которые преиму-
щественно связываются с известным рецептором и мо-
дулируют его активность, активируют или блокируют 
его функции и тем самым влияют на процессы разви-
тия и прогрессии рака [20–26]. Недавние исследования 
показали, что белок 2 (Grb2), связанный с рецептором 
фактора роста, представляет собой адаптер, который 
в значительной степени вовлечен в опухолевые ново-
образования, а блокирование этого белка пептидами 
приводит к подавлению роста опухоли [27].

В последнее время эфрин-рецепторы киназной 
системы привлекают все большее внимание как ос-
новной класс потенциальных мишеней для лекарств 
[28]. Были идентифицированы пептиды, которые 
специфично связываются с эфрин-рецепторами 
с высоким сродством [29]. Эти пептиды, как правило, 
являются антагонистами, которые ингибируют свя-
зывание эфрина и передачу сигналов на эфрин-ре-
цептор, но некоторые являются агонистами, имити-
рующими активацию эфрин-рецептора [30]. Помимо 
модуляции функции эфрин-рецептора такие пепти-
ды могут служить в качестве диагностических и те-
рапевтических средств, а также для доставки различ-
ных наночастиц в опухоли и другие пораженные 
ткани, представляющие мишени эфрин-рецепторов 
[31, 32]. Пептидные антагонисты имеют большие 
перспективы, потому что их основной механизм 
действия нацелен на конкретную молекулярную 
мишень опухолевых клеток, что приводит к их гибели.
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RHAMM / HMМR-онкорецептор (опосредован-
ный гиалуронаном рецептор подвижности) является 
такой молекулярной мишенью для диагностических, 
прогностических и терапевтических целей в области 
лечения онкологических заболеваний. RHAMM син-
тезируется в избытке в метастатических агрессивных 
опухолевых клетках по сравнению с нормальными 
клетками. В ряде работ было показано, что повышен-
ное содержание RHAMM наблюдается в клетках рака 
молочной и предстательной желез, толстой кишки, 
в солидных опухолях и в клетках рака крови, при мие-
лоидном лейкозе, множественной миеломе, и обыч-
но повышенный синтез RHAMM коррелирует с пло-
хим прогнозом [33–36].

Идея нашей работы состоит в том, чтобы с помо-
щью пептида-антагониста ингибировать активность 
RHAMM-онкорецептора, понизить выживаемость, 
инвазивность раковых клеток и тем самым заблоки-
ровать развитие опухоли на самой ранней стадии. 
Последовательности пептидов, обладающих высо-
ким сродством к RHAMM, были идентифицированы 
методом биоинформатики и создания библиотеки 
пептидов [37]. Такие RHAMM-пептиды-антагони-
сты, специфично взаимодействующие с RHAMM, 
были охарактеризованы ранее [37, 38]. Показано, 
что RHAMM-пептиды специфично связываются 
с RHAMM с высоким сродством (константа связы-
вания около 30 нМ), блокируют центр связывания 
гиалуроновой кислоты (физиологического лиганда 
RHAMM), легко проходят через цитоплазматиче-
скую мембрану клеток [37]. Пептиды-антагонисты, 
способные блокировать центр связывания гиалуро-
новой кислоты на RHAMM, представляют собой 
новую стратегию раковой терапии, направленную 
на индукцию процессов апоптоза, некроза и ингиби-
рование инвазивности опухолевых клеток. В насто-
ящее время RHAMM-таргет-пептиды известны 
как биомаркеры для ранней диагностики рака яич-
ников, предстательной и молочной желез [38–40]. 
Кроме того, показано, что RHAMM-таргет-пептиды 
индуцируют апоптоз и некроз клеток рака молочной 
железы, а также ингибируют их инвазивность [41, 42].

Поиск новых RHAMM-таргет-пептидов, селек-
тивно блокирующих RHAMM и его сигнальные пу-
ти, является одним из перспективных подходов для 
лечения РПЖ. Однако в настоящее время физиоло-
гический эффект RHAMM-таргет-пептидов на апо-
птоз, некроз и инвазивность опухолевых клеток пред-
стательной железы изучен не полностью. Поэтому 
в данной работе мы синтезировали пептид RYQLHPYR 
в соответствии с методом, описанным ранее, и изу-
чили его терапевтический потенциал [37, 38].

Цель исследования – изучение противоопухолевой 
активности пептида RYQLHPYR на культуре раковых 
клеток предстательной железы. Задачи включали 

такой важный аспект, как изучение влияния пептида 
RYQLHPYR на жизнеспособность, апоптоз, некроз 
и инвазивность опухолевых клеток PC3 m-LN4.

Материалы и методы
Препараты и реактивы . В работе использовали 

ростовую среду DMEM (низкое содержание глюкозы 
(–1 г / л), L-глютамин, 25 mMHEPES, пируват нат-
рия, Biowest, Франция), эмбриональную бычью сы-
воротку (FBS, ультранизкое содержание эндотокси-
на, Biowest, Франция), трипсин 0,25 % – ЭДТА 0,02 % 
в HBSS (Biowest, Франция), гентамицин (10 mg / ml, 
Biowest, Франция), QCMTM Gelatin Invadopodia Assay 
(red) набор (Millipore, США), Fluoro-Gel II (Millipore, 
США). В работе была использована пластиковая 
посуда (чашки Петри, одноразовые пипетки) фирмы 
BD Falcon (США).

линии клеток . Для исследований in vitro бы-
ли использованы 3 линии клеток: адгезивные клет-
ки карциномы предстательной железы человека 
(PC3 m-LN4), характеризующиеся повышенной экс-
прессией RHAMM, мышиные эмбриональные фибро-
бласты (MEF) – неинвазивные, нормальные клетки 
и эмбриональные фибробласты мыши (RHAMM–/–). 
Клеточные линии фибробластов RHAMM–/– были 
получены, как описано ранее [43]. Клеточные ли-
нии PC3 m-LN4 и MEF получены из ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России. 
Способ культивирования: адгезивный в среде DMEM 
с 10 % эмбриональной бычьей сывороткой при 37 °C, 
5 % CO

2
 и 95 % влажности.

Синтез пептида . Пептид RYQLHPYR был получен 
твердофазным методом, как описано ранее [37, 38, 44].

оценка жизнеспособности клеток флуоресцентным 
методом (alamar Blue). Для анализа действия пептида 
на жизнеспособность клеток использовали метод 
Alamar Blue® Cell Viability Assay (Thermo Fisher Scien-
tific, США). Данный метод позволяет определить 
активность митохондриальных никотинамидаденин-
динуклеотид- (НАДН) – дегидрогеназ живых клеток, 
которые расщепляют НАДН на НАД и Н+, и обра-
зующийся Н+ восстанавливает нефлуоресцентный 
краситель резазурин в сильно флуоресцентный резо-
фурин [45]. PC3 m-LN4, MEF-клетки засеивали 
в 96-луночные планшеты по 1 тыс. клеток в лунке 
в 200 мкл ростовой среды, клетки выращивали в те-
чение 24 ч в инкубаторе при 37 °C, 5 % CO

2
 и 95 % 

влажности. Затем в лунки добавляли пептид (до ко-
нечной концентрации 10 мкг / мл, 2 × 10–7 М), а в кон-
трольные добавляли равное количество фосфатно- 
солевого буфера (0,01 М, рН = 7,2) и инкубировали 
в течение 24 ч при 37 °C. На каждую дозу препарата 
и контроль использовали не менее 3 лунок. Затем до-
бавляли Alamar Blue-реагент (10 мкл, Thermo Fisher 
Scientific, USA) непосредственно к клеткам в ростовую 
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среду и проводили измерения через 24 ч. Интенсив-
ность флуоресценции измеряли при 570 / 590 нм, ис-
пользуя спектрофлуориметр Wallac 1420 (Perkin Elmer). 
Жизнеспособность клеток при действии пептида 
оценивалась сравнением флуоресценции в экспери-
ментальных лунках с флуоресценцией в контроль-
ных. Все измерения дублировались 3 раза, и данные 
представлены как средние от 3 повторных экспери-
ментов.

оценка влияния пептида на апоптоз и некроз опу-
холевых клеток. Клетки РПЖ PC3 m-LN4, MEF, 
RHAMM–/– высеивали на плоскодонные 96-луноч-
ные планшеты при плотности 1 тыс. клеток в лунке, 
клетки выращивали в течение 24 ч в инкубаторе при 
37 °C, 5 % CO

2
 и 95 % влажности. Затем в лунки добав-

ляли пептид (до конечной концентрации 10 мкг / мл, 
2 × 10–7 М), а в контрольные культуры добавляли 
равное количество фосфатно-солевого буфера и ин-
кубировали в течение 24 ч при 37 °C. Для количест-
венной оценки апоптоза и некроза клеток под дей-
ствием пептида использовали иммуноферментный 
метод Cell Death ELISAPLUS Kit (Roche Diagnostic, 
США). Индукцию апоптоза и некроза с помощью 
пептида определяли измерением гистоновых компо-
нентов моно-, олигонуклеосом (гистоны Н1, H2A, 
H3 и H4), являющихся индикаторами апоптоза и не-
кроза [46, 47]. Оптическую плотность измеряли при 
405 / 490 нм на спектрофлуориметре Wallac 1420 (Per-
kin Elmer). Все измерения дублировались 3 раза, дан-
ные представлены как средние от 3 повторных экс-
периментов.

определение активности каспаз-3 / 7 колориметри-
ческим методом. Клетки РПЖ человека PC3 m-LN4, 
MEF засеивали плотностью 1 тыс. клеток в лунке 
в 24-луночные платы и инкубировали 24 ч в ростовой 
среде DMEM (Multicell) с 10 % эмбриональной 
бычьей сывороткой. Затем пептид (конечная кон-
центрация 2 × 10–7 М) добавляли к клеткам и инку-
бировали в течение 24 ч при 37 °С. В контрольные 
культуры добавляли обычную ростовую среду, содер-
жащую 10 % сыворотки. Для количественного изме-
рения активности каспаз-3 / 7 был использован Сas-
pase-3 Сolorimetric Аssay Kit (Gen Script, США). 
Активацию каспаз-3 / 7 определяли измерением рас-
щепления колориметрического субстрата, специфич-
ного для каспаз-3 / 7, (DEVD-p-нитроанилида). Суб-
страт, DEVD-p-нитроанилид состоит из хромофора 
p-нитроанилида и синтетического тетрапептида, 
DEVD (Asp-Glue-Val-Asp), который и отщепляется 
каспазами-3 / 7. После расщепления субстрата каспа-
зами 3 / 7 высвобождается окрашенный хромофор 
р-нитроанилин (pNA), который определяется спек-
трофотометрически [48]. Измерение оптической 
плотности каждой лунки проводилось с использо-
ванием многорядного счетчика Wallac 1420 (Perkin 

Elmer) при 405 нм. Все измерения дублировались 
3 раза, данные представлены как средние от 3 по-
вторных экспериментов.

метод деградации флуоресцентного желатина 
для исследования инвазивности клеток . Для изучения 
инвазивности клеток использовали QCMTM Gelatin 
Invadopodia Assay (Red) Kit (Millipore, США). Дан-
ный метод основан на быстром обнаружении дегра-
дации флуоресцентно-меченого желатина клетками 
[49, 50]. Эффект пептида на образование инвадопо-
дий исследовали по его влиянию на степень деградации 
желатина. Поверхность покровного стекла вначале 
обрабатывали поли-L-лизином, затем – разбавлен-
ным раствором глутаральдегида, чтобы бифункцио-
нально «активировать» поверхность для дальнейшего 
связывания желатина. После этого стекло инкубиро-
вали с желатином, флуоресцентно-меченым с Cy3, 
в результате чего образовывалась ковалентная связь 
между поли-L-лизином и желатином через реакци-
онноспособные альдегидные (-CHO) группы. Затем 
стекло, покрытое желатином, подготавливали для 
культивирования клеток путем дезинфекции в 70 % 
этаноле и добавляли ростовую среду для гашения 
свободных альдегидов. Клетки высеивали на стекла, 
покрытые желатином, при концентрации ~500 кле-
ток на лунку, добавляли ростовую среду и выращива-
ли при 37 °C в 5 % CO

2
 в течение 24 ч. Для экспери-

мента по влиянию пептида на инвазивность клеток 
пептид (конечная концентрация 40 µg / ml) добавляли 
к ростовой среде и инкубировали в течение 40 ч. 
После этого ростовую среду удаляли и клетки фик-
сировали в течение 30 мин при 37 °C формальдегидом 
(3,7 %). Для визуализации цитоскелетного актина 
и ядер клетки окрашивали флуоресцентно-меченым 
FITC-фаллоидином (2 мг / мл) и DAPI (1 мг / мл) со-
ответственно, чтобы анализировать одновременно 
локализацию деградации с клеточными признаками. 
После окрашивания клетки фиксировали на покров-
ном стекле с помощью Fluoro-Gel II и анализиро вали 
методом конфокальной микроскопии при 358, 
494 и 550 нм. Конфокальные изображения получали 
с помощью лазерного сканирующего конфокального 
микроскопа (Fluoview FV-1000; Olympus) при увели-
чении ×20 для количественного анализа. На конфо-
кальных изображениях флуоресцентно-меченый 
желатин красного цвета (Cy3), актин клеток имеет 
зеленую окраску (FITC-фаллоидин), ядра клеток – 
синие (DAPI), а область деградации желатина – чер-
ного цвета (флуоресценция отсутствует). Изображе-
ния снимали с помощью программы Fluoview 
Software (FV10-ASW version 01.07; Olympus). Количе-
ственный анализ изображений, подсчет числа и пло-
щади клеток, а также площади деградации желатина 
проводили, используя программу ImageJ software (NIH, 
USA). На изображениях, полученных с помощью 
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этой программы, ядра клеток и площадь черного 
цвета, а площадь деградации желатина белого цвета.

Для статистического анализа готовили 3 слайда 
на каждый тип обработки и снимали 5 изображений 
со слайда. Свыше 100 клеток анализировали в каждом 
образце, чтобы получить процент площади деграда-
ции желатина по отношению к общей площади. 
Данные представляются как средние от 3 повторных 
экспериментов.

Статистическая обработка данных. Статистиче-
ская обработка всех полученных данных была выпол-
нена с помощью компьютерной программы GraphPad 
Prizm с использованием метода анализа One-Way 
ANOVA. Различия считались достоверными при p <0,05.

Результаты и обсуждение
Пептид RyQlhPyR ингибирует жизнеспособ-
ность клеток PC3 m-lN4
Мы изучали влияние пептида RYQLHPYR на 

жизнеспособность клеток РПЖ PC3 m-LN4, для ко-
торых характерна повышенная экспрессия RHAMM 
[51]. Чтобы понять, может ли пептид ингибировать 
рост раковых клеток, PC3 m-LN4 обрабатывались 
пептидом при концентрации 10 мкг / мл (2 × 10–7 М) 
в течение 24 ч. В качестве контроля мы использовали 
MEF, которые обрабатывали аналогично. Деление 
клеток анализировали с помощью резазурина (Alamar 
Blue-реагент), как описано в разделе «Материалы 
и методы». Результаты показали, что пептид ингиби-
ровал жизнеспособность опухолевой клеточной куль-
туры через 24 ч на ~80 %, однако не влиял на рост 
фибробластов мыши (рис. 1). Это свидетельствует о том, 
что пептид RYQLHPYR, связываясь с RHAMM, зна-
чительно ингибирует активность митохондриальных 
дегидрогеназ клетки, которые играют центральную 
роль в процессах клеточного дыхания и окислитель-
ного фосфорилирования, около 40 % протонного 
градиента для синтеза аденозинтрифосфата создает-
ся именно этим комплексом [52]. Таким образом, 
результаты показали, что RYQLHPYR-пептид обла-
дает цитотоксическим действием за счет модуляции 
RHAMM.

Следует подчеркнуть, что жизнеспособность кле-
точных культур РПЖ значительно подавлялась низ-
кими концентрациями пептида (2 × 10–7 М). Это 
указывает на то, что пептид является перспективным 
кандидатом в качестве противоопухолевого препарата.

Пептид RyQlhPyR индуцирует апоптоз и некроз 
раковых клеток предстательной железы
Известно, что реализация апоптоза может про-

исходить в результате комбинирования 2 основных 
сигнальных путей – рецепторзависимого и митохон-
дриального [53, 54]. Внешний сигнальный путь осу-
ществляется через поверхностные рецепторы смерти 

клетки, специально предназначенные для включения 
программы апоптоза [53, 55]. Такими рецепторами 
смерти являются рецепторы Fas, TNFR1, DR3, DR4, 
DR5 [53–58]. Сигнальный путь апоптоза индуциру-
ется физиологическими факторами-индукторами 
апоптоза, такими как гормоны, ростовые факторы, 
цитокины и др. [59, 60]. Посредством рецепторов 
смерти могут быть активированы 3 инициирующие 
каспазы: 2, 8 и 10 [61]. В отличие от внешнего сиг-
нального пути апоптоза, митохондриальный путь его 
активации индуцируется действием цитотоксических 
агентов, радиации, повреждением ДНК, глюкокор-
тикоидов, изменением теломеров [54]. Внутренний, 
митохондриальный путь сопровождается активацией 
белка Р53 и экспрессией генов, кодирующих белки 
семейств Bcl-2, Вах и Bid [54]. Эти белки вызывают 
пермеабилизацию митохондриальной мембраны, 
высвобождение цитохрома С, прокаспаз 2, 3, 7 и 9, 
белка AIF в цитоплазму, истощение митохондриаль-
ного пула аденозинтрифосфата, что и приводит 
к апоптозу [62–65].

Поскольку мы показали, что жизнеспособность 
клеток PC3 m-LN4 значительно подавлялась пеп-
тидом, было важно классифицировать, какой тип 
гибели (апоптоз, некроз) наблюдается в клетках 
PC3 m-LN4. Анализ типа гибели клеток проводили 
методом ELISA, как описано в «Материалах и мето-
дах». Клетки, не обработанные пептидом, показали 
небольшой уровень апоптоза, поскольку каждая 
экспоненциально растущая клеточная культура со-
держит некоторое количество мертвых клеток (в норме 
приблизительно 3 %) вследствие спонтанной диффе-
ренциации и взросления клеточной линии. В то же 
время клетки, обработанные пептидом (концентрация 

рис. 1. Эффект пептида RYQLHPYR на жизнеспособность фибро-
бластов и опухолевых клеток предстательной железы (PC3 m-LN4) 
*Различия являются статистически значимыми при p <0,05; М ± m, 
n = 3

Fig. 1. Effect of the RYQLHPYR peptide on viability of fibroblasts and 
prostate tumor cells (PC3 m-LN4) 
*Significant differences at p <0.05; М ± m, n = 3
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2 × 10–7 М), продемонстрировали высокий уровень 
апоптоза, а именно: пептид увеличивал апоптоз в опу-
холевых клетках приблизительно в 10 раз (см. таблицу). 
Эти результаты указывают на то, что RYQLHPYR-
пептид и RHAMM вовлечены в апоптозные пути, 
которые индуцируют потерю энергии, и ингибиро-
вание работы мембранных насосов клетки [66].

Затем мы исследовали эффект пептида на некроз 
клеточной линии PC3 m-LN4. Наши результаты по-
казали, что пептид стимулировал некротическую 
гибель опухолевых клеток приблизительно в 2,5 раза. 
Эти результаты свидетельствуют о том, что индукция 
апоптоза под действием пептида сопровождается 
последующим развитием некроза опухолевых клеток. 
Следует отметить, что в современной онкологии 
индукция некроза используется как один из методов 
лечения злокачественных опухолей. Для подтвержде-
ния специфичности действия пептида RYQLHPYR 
на опухолевые клетки мы изучали влияние его на апоп-
тоз и некроз нормальных фибробластов и RHAMM–/–. 
Результаты показали, что пептид не оказывал значи-
тельного эффекта на апоптоз и некроз нормальных 
клеток. Как видно из таблицы, уровень апоптоза 

в фибробластах был практически одинаковым до об-
работки пептидом и после (оптическая плотность 
0,621 и 0,656 ед. соответственно). Установлено, что 
изначально уровень некроза в фибро бластах был 
2,324 ед., а после добавки пептида он составил 2,231 ед. 
Анализ данных показал, что наблюдаемые незначи-
тельные различия в уровне апоптоза и некроза в кон-
трольных и обработанных пептидом фибробластах не 
являются статистически значимыми. Это свидетель-
ствует о том, что пептид не влияет на уровень апоп-
тоза и некроза в фибробластах, потому что в них нет 
такого высокого уровня экспрессии RHAMM, ко-
торый наблюдается в опухолевых клетках. В раковых 
клетках пептид связывается с RHAMM и таким обра-
зом индуцирует апоптоз и некроз через сигнальные 
пути рецептора.

Чтобы подтвердить участие RHAMM в апоптозе 
и некрозе, мы исследовали влияние пептида на апоп-
тоз и некроз RHAMM–/–, в которых отсутствует дан-
ный рецептор. Как видно из таблицы, пептид не 
влиял на уровни апоптоза и некроза в RHAMM–/–. 
Наблюдаемые незначительные различия в уровне 
апоптоза (некроза) в контрольных фибробластах 
и обработанных пептидом не являются статистиче-
ски значимыми. Эти данные указывают на то, что 
индукция апоптоза и некроза в опухолевых клетках 
под действием пептида RHAMM-опосредована.

Таким образом, результаты показали, что пептид 
RYQLHPYR селективно влияет на опухолевые клетки, 
не затрагивая жизнеспособность нормальных клеток, 
и его действие осуществляется через RHAMM. Эти 
результаты согласуются с ранее полученными дан-
ными о специфичности действия RHAMM-таргет 
пептидов на опухолевые клетки молочной железы 
[41, 42].

влияние пептида RyQlhPyR  
на активность каспаз-3 / 7
Из литературы известно, что существует 2 основ-

ных пути апоптоза в клетке: митохондриальный 
и через рецепторы апоптоза [67]. Оба пути приводят 
к активации каспаз и запуску каскада реакций, при-
водящих к гибели клетки. Митохондрии являются 
ключевым регулятором каспазного каскада и апоптоза, 
при этом наблюдаются выброс цитохрома С в цито-
плазму, активация каспазы 9 и затем каспаз-3 / 7 [67].

Поскольку мы наблюдали цитостатический эф-
фект и индукцию апоптоза (некроза) в опухолевых 
клетках под действием пептида, то исследовали вли-
яние данного пептида на митохондриальный тип 
апоптоза. Активация каспаз 3 / 7 является основным 
индикатором митохондриального апоптоза, поэтому 
мы изучали эффект пептида на активность кас-
паз-3 / 7 в PC3 m-LN4-клетках. Фибробласты мыши 
использовали в качестве контрольных клеток. 

Влияние пептида RYQLHPYR на апоптоз и некроз клеточной линии 
PC3 m-LN4, фибробластов и (RHAMM–/–) клеток

Effect of the RYQLHPYR peptide on apoptosis and necrosis of the PC3 m-LN4, 
fibroblast and (RHAMM–/–) cell lines

типы клеток 
Cell type

апоптоз (опти-
ческая плотность 
при 405 нм, ед.) 

apoptosis 
(absorbance  

at 405 nm, u.) 

некроз (оптиче-
ская плотность 
при 405 нм, ед.) 

Necrosis 
(absorbance  

at 405 nm, u.) 

PC3 m-LN4 0,257 0,114

PC3 m-LN4 + 
пептид 
PC3 m-LN4 + 
peptide

2,213* 0,277*

Фибробласты 
Fibroblasts

0,621 2,324

Фибробласты + 
пептид 
Fibroblasts + peptide

0,656 2,231

Фибробласты 
(RHAMM–/–) 
Fibroblasts 
(RHAMM–/–) 

0,423 2,269

Фибробласты 
(RHAMM–/–) + 
пептид 
Fibroblasts 
(RHAMM–/–) + 
peptide

0,690 1,710

*Различия являются статистически значимыми при p <0,05. 
*Significant differences at p <0.05.
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в PC3 m-LN4-клетках, обработанных пептидом, 
по сравнению с необработанными (рис. 2). Пептид 
не оказывал влияния на активность каспаз в фибро-
бластах. Эти данные подтверждают участие кас-
паз-3 / 7 в индукции апоптоза в опухолевых клетках 
PC3 m-LN4, так как пептид значительно повышал 
активность каспаз-3 / 7.

Наши результаты показали, что под действием 
пептида наблюдается активация каспаз-3 / 7, что сви-
детельствует об индукции митохондриального пути 
апоптоза. Таким образом, RHAMM участвует в пере-
даче сигналов в митохондриальный путь апоптоза.

влияние пептида RyQlhPyR  
на инвазивность клеток рПЖ
Чтобы анализировать, может ли пептид ингиби-

ровать инвазивность клеток РПЖ, клетки высеивали 
на Cy3-флуоресцеин-желатиновые подложки, затем 
добавляли пептид или только ростовую среду (DMEM, 
контроль) и выращивали клетки в течение 40 ч. По-
сле фиксации и окраски клеток согласно протоко-
лу, описанному в «Материалах и методах», снимали 
изображения и анализировали площадь деградации 
желатина клетками. На рис. 3а–ж представлены изо-
бражения клеток PC3 m-LN4 без обработки пепти-
дом. Показано, что инвазивные клетки PC3 m-LN4 

рис. 2. Влияние пептида RYQLHPYR на активность каспаз-3 / 7 
в опухолевых клетках предстательной железы (PC3 m-LN4)
*Различия являются статистически значимыми при p <0,05; М ± m, 
n = 3

Fig. 2. Effect of the RYQLHPYR peptide in caspase-3 / 7 activity in prostate 
tumor cells (PC3 m-LN4) 
*Significant differences at p < 0.05; М ± m, n = 3

рис. 3. Анализ инвазивности клеток PC3 m-LN4. Конфокальные изображения клеток (а), ядер (б), актина (в) и деградации желатина (г). 
Желатин окрашен Cy3 (красная флуоресценция), ядро клеток окрашено DAPI (синяя флуоресценция), актин клеток окрашен FITC-фаллои-
дином (зеленая флуоресценция). Изображения клеток, полученные с помощью программы ImageJ software: д – число клеток, е – площадь 
клеток (черный цвет), ж – площадь деградации желатина (белый цвет). ×20

Fig. 3. Analysis of PC3 m-LN4 cell invasiveness. Confocal photos of cells (а), nuclei (б), actin (в), and gelatin degradation (г). Gelatin is stained with 
Cy3 (red fluorescence), nuclei are stained with DAPI (blue fluorescence), actin is stained with FITC-phalloidin (green fluorescence). Cell photos were 
obtained using the ImageJ software: д – number of cells, е – cell area (black), ж – gelatin degradation area (white). ×20
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К клеткам добавляли пептид (2 × 10–7 М) и инкуби-
ровали в течение 24 ч. Затем активность каспаз-3 / 7 
измеряли методом расщепления меченого субстрата 
DEVD-p-нитроанилида. Результаты показали, что 
активность каспаз-3 / 7 увеличилась примерно в 2 раза 
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рис. 4. Эффект пептида на инвазивность опухолевых клеток. Конфокальные изображения клеток (а), ядер (б), актина (в) и деградации 
желатина (г): PC3 m-LN4 клетки, обработанные пептидом. Желатин окрашен к Cy3 (красная флуоресценция), ядро клеток окрашено DAPI 
(синяя флуоресценция), актин клеток окрашен FITC-фаллоидином (зеленая флуоресценция). Изображения клеток, полученные с помощью 
программы ImageJ software: д – число клеток, е – площадь клеток (черный цвет), ж – площадь деградации желатина (белый цвет). ×20

Fig. 4. Effect of the peptide on invasiveness of tumor cells. Confocal images of cells (а), nuclei (б), actin (в), and gelatin degradation (г): PC3 m-LN4 
cells treated with the peptide. Gelatin is stained with Cy3 (red fluorescence), nuclei are stained with DAPI (blue fluorescence), actin is stained with 
FITC-phalloidin (green fluorescence). Cell photos were obtained using the ImageJ software: д – number of cells, е – cell area (black), ж – gelatin 
degradation area (white). ×20

рис. 5. Количественный анализ деградации желатина клетками 
PC3 m-LN4 и клетками, обработанными пептидом RYQLHPYR, 
с помощью ImageJ программы. 
*Различия являются статистически значимыми при p <0,05; М ± m, 
n = 3

Fig. 5. Quantitative analysis of gelatin degradation by PC3 m-LN4 cells 
and cells treated with the RYQLHPYR peptide performed using the ImageJ 
software. 
*Significant differences at p < 0.05; М ± m, n = 3
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Инвазивные клетки PC3 m-LN4 имеют большое 
количество инвадоподий и высокую концентрацию 
актина на концах клетки (рис. 3а, в). Количественный 
анализ изображений показал, что клетки PC3 m-LN4, 
не обработанные пептидом, значительно деградиро-
вали желатин, и площадь его деградации со ставляет 
около 90 % общей площади клеток (рис. 3г, ж). Од-
нако клетки, обработанные пептидом, претерпели 
морфологические изменения, количество инвадопо-
дий уменьшилось, и площадь деградации желатина 
резко сократилась, что свидетельствует о подавлении 
инвазивности клеток (рис. 4а, г). На рис. 3ж и 4ж 
представлены изображения, полученные с помощью 
программы ImageJ software, показывающие число 
и площадь клеток (черного цвета) и площадь дегра-
дации желатина (белого цвета). Количественный ана-
лиз площади деградации желатина с помощью ImageJ 
software показал, что клетки, обработанные пепти-
дом, деградировали только 0,14 % площади желатина 
по отношению к общей площади клеток, что свиде-
тельствует об ингибировании инвазивности клеток 
на 99,86 % в сравнении с контролем (рис. 5).

Эти результаты показали, что пептид RYQLHPYR 
значительно ингибирует инвазивность опухолевых кле-
ток предстательной железы. Данные согласуются с ранее 
опубликованными результатами, свидетельствующими, 

вызывают лизис желатина, относящийся к образова-
нию инвадоподий в виде областей, в которых отсут-
ствует флуоресценция желатина, – на конфокальных 
изображениях это область черного цвета (рис. 3а, г). 
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что RHAMM-таргет-пептиды ингибируют инвазивность 
опухолевых клеток молочной железы [40–42, 68, 69]. 
Таким образом, исследование показало, что пептид 
RYQLHPYR обладает антиметастатическим действием.

Заключение
Наши результаты продемонстрировали, что пептид 

RYQLHPYR при низкой концентрации (2 × 10–7 М) 

ингибирует жизнеспособность, индуцирует апоптоз 
и некроз клеток предстательной железы. Индукция 
апоптоза происходит по митохондриальному пути. 
Пептид RYQLHPYR ингибирует инвазивность опу-
холевых клеток предстательной железы. Полученные 
результаты свидетельствуют, что пептид RYQLHPYR 
обладает противоопухолевой активностью и имеет 
терапевтический потенциал для лечения РПЖ.
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тераФтал СниЖает чУвСтвителЬноСтЬ оПУХолевыХ 
клеток к докСорУБиЦинУ IN VITRO, но не влияет 

на еГо ПротивооПУХолевый ЭФФект IN VIVO

т. а. Сидорова, о. о. рябая, а. а. Прокофьева, в. в. татарский, н. а. андронова,  
в. и. романенко, д. а. Хоченков

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; 
Россия, 115478 Москва, Каширское ш., 24

Контакты: Татьяна Александровна Сидорова tatsid@yahoo.com

Введение . Антрациклиновый антибиотик доксорубицин (DOX) широко используется в клинической онкологии. Известно, 
что гемин, эндогенный метаболит, обладает способностью модулировать цитотоксичность DOX. По нашим данным, ток-
сичность DOX для опухолевых клеток млекопитающих, растущих in vitro, снижается в присутствии терафтала (ТФ, на-
триевая соль 4,5-октакарбоксифталоцианина кобальта), компонента бинарной каталитической системы (ТФ + аскорби-
новая кислота).
Цель исследования – выяснить, влияет ли ТФ на противоопухолевый эффект DOX in vivo.
Материалы и методы. В работе были использованы опухолевые клетки меланомы мыши линии В16 / F10 и перевиваемая 
опухоль меланомы В16. Способность ТФ защищать опухолевые клетки от гибели, индуцированной DOX, оценивали с помощью 
МТТ-метода, проточной цитометрии, световой микроскопии, цитохимического метода определения экспрессии ß-галак-
тозидазы, радиометрического метода. Противоопухолевый эффект препаратов в режимах (DOX ± ТФ) оценивался по про-
должительности жизни животных.
Результаты. По нашим данным, токсичность DOX относительно клеток меланомы мышей линии В16 / F10 в присутствии 
ТФ (10–20 мкМ) снижается в среднем в 4–6 раз. ТФ защищает опухолевые клетки линии В16 / F10 от гибели путем апоп-
тоза, индуцированного DOX, включая в клетке программу преждевременного старения. В защите ТФ / гемина от цитоток-
сичности DOX участвует один и тот же механизм, который связан со снижением способности клеток «накапливать» ан-
трациклиновые антибиотики в присутствии модуляторов. Противоопухолевая активность DOX при лечении мышей 
с перевиваемой опухолью меланомы В16 в комбинации с ТФ не отличается от эффективности антрациклиновых антибио-
тиков в режиме монотерапии.
Заключение. Способность ТФ снижать цитотоксичность DOX для клеток меланомы мышей линии В16 / F10, наблюдаемая 
in vitro, не влияет на противоопухолевый эффект DOX в условиях комбинированного воздействия препаратов.

Ключевые слова: доксорубицин, терафтал, меланома мышей линии B16 / F10, препаратиндуцированное старение, перевива-
емая опухоль мышей В16

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-18-2-51-59

TERaPhTal dECREaSEd ThE SENSITIVITy TuMOR CEllS TO dOXORuBICINE IN VITRO  
BuT dOES NOT aFFECT ITS aNTITuMOR EFFECT IN VIVO

Т . А . Sidorova, O . O . Ryabaya, A . A . Prokof’yeva, V . V . Tatarskiy, N . A . Andronova, V . I . Romanenko, D . A . Khochenkov

N.N. Blokhin NMRCO Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Sh., Moscow 115478, Russia

Introduction . Anthracycline antibiotic doxorubicin (DOX) is widely used in clinical oncology. It is known that hemin, endogenious com-
pound, has the ability to modulate DOX cytotoxicity. We found that DOX toxicity against mammalian cancer cells can be decreased 
in vitro in the presence of teraftal (ТF), the component anticancer binaric catalytic system (TF + ascorbic acid).
Purpose . To study the influence of TF on anticancer effect of DOX.
Materials and methods . The mouse melanoma cell line B16 / F10 and mouse transplanted tumor B16 were used. The TF ability to pro-
tect from DOX-induced cell death were measured by MTT-assay, flow сytometry, light microscopy, cytochemical determination of ß-ga-
lactosidase expression, radiometric assay and tumor growth inhibition assay in vivo.
Results. The sensitivity of mouse melanoma cell line B16 / F10 to DOX decreased in the presence TF (10–20 mkM) in the mean by 4–6 fold. 
The same mechanism takes part into the decrease of DOX cytotoxicity at the presence of TF / hemin khown which connects with the cell 
ability to accumulate of drug. TF protect the mouse melanoma cells B16 / F10 from apoptosis, induced by DOX throwing switching 
on cell premature senescence programme. The antitumor effect of DOX against mouse transplanted melanoma B16 at presence of TF 
was the same as DOX alone.
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Введение
Антрациклиновые антибиотики (АА) – эффек-

тивные химиопрепараты с широким спектром про-
тивоопухолевой активности в клинике [1]. Эффек-
тивность химиотерапии АА у больных в первую 
очередь зависит от лекарственной чувствительности 
опухолевых клеток, природа которых определяет тип 
и количество внутриклеточных препарат-специфи-
ческих мишеней. С другой стороны, в зависимости 
от химической структуры АА (стандартные: доксо-
рубицин – DOX, даунорубицин и нестандартный: 
акларубицин) отмечается различная биологическая 
активность этой группы препаратов. Основной вклад 
в механизм действия АА, как полагают, вносит 
их взаимодействие с макромолекулами митохондрий 
(Мтх) и ядрами клеток [2, 3]. АА имеют высокое 
сродство к Мтх. «Антрахиноновый» хромофор АА, 
имитируя субстрат фермента 1-го комплекса дыха-
тельной цепи Мтх – оксидоредуктазы никотинамид-
адениндинуклеотид-дегидрогеназы, позволяет им 
включаться в биоэнергетический синтез аденозин-
трифосфорной кислоты [3], что в конечном итоге 
приводит к накоплению активных форм кислорода

 

и запуску программ гибели клеток по механизмам 
апоптоза и некроза [4]. Ядерный компонент механиз-
ма действия АА обусловлен их способностью интер-
калировать в ДНК независимо от химической струк-
туры препаратов [2, 5]. Встраиваясь между парами 
оснований, АА способны образовывать сшивки 
с макромолекулой, которые препятствуют процессу 
репликации ДНК и индуцируют гибель клеток [6, 7]. 
АА являются ингибиторами фермента ДНК-топо-
изомеразы II (Торо II), вовлеченной в репликацию, 
репарацию и поддержание гомеостаза ДНК. Образо-
вание тройного комплекса Торо II – АА – ДНК 
и последующая блокада функции фермента Торо II 
приводит к разрывам ДНК [8]. Важно отметить, что 
акларубицин, в отличие от классических АА, являет-
ся непрямым ингибитором каталитической активно-
сти двух топоизомераз – Торо II и Торо I, но при этом 
не индуцирует разрывы ДНК [9]. Такой механизм 
действия обусловлен тем, что акларубицин, встраи-
ваясь между нитями ДНК, нарушает доступ фермен-
тов Торо II и Торо I к ДНК, что приводит, с одной 
стороны, к стабилизации ковалентного комплекса 
Торо I с ДНК, а с другой – к угнетению каталитиче-
ской активности Торо II [10].

Данные литературы свидетельствуют о том, что 
механизм клеточной гибели, индуцированной АА, 

зависит от типа клеток, химической структуры, кон-
центрации и времени воздействия препарата [11]. АА, 
взаимодействуя с различными программами опухо-
левых клеток, запускают разные механизмы их гибе-
ли: через апоптоз [11–13], включая клетки меланомы 
мышей В16 / F10 [14, 15], некроз [11, 13], преждевре-
менное старение [16, 17]. Для большинства типов 
клеток характерен АА-специфический тип гибели 
клеток по механизму преждевременного (усиленно-
го) старения. Повреждения ДНК (сшивки-разрывы), 
вызванные АА, являются сигналами для развития 
в клетке признаков, характерных для стареющих 
клеток (SLC-фенотип). В отличие от стандартных 
АА, в присутствии акларубицина, неспособного вы-
зывать разрывы ДНК [9], в опухолевых клетках запу-
скается только процесс апоптоза и / или некроза [18]. 
SLC-фенотип индуцируется при воздействии DOX 
в опухолевых клетках различного гистогенеза [16, 
19–23]. Для клеток с SLC-фенотипом характерны 
морфологические (увеличение размера, разбухание 
ядер, появление микроядер) и биохимические (уве-
личение активности фермента β-галактозидазы ли-
зосом) признаки и сохранение жизнеспособности 
[16]. Развитие SLC-фенотипа сопровождается оста-
новкой клеток в фазе G

2
 / M клеточного цикла и аре-

стом пролиферации клеток [24]. Продолжительная 
остановка в фазе G

2
 / М клеток, перегруженных гене-

тическим материалом, в конечном итоге приводит 
к их гибели по типу митотической катастрофы [20]. 
При этом выживание отдельных клеток, избежавших 
терминального ареста, может явиться предпосылкой 
для восстановления роста популяции [25].

Эндогенные вещества и фармакологические пре-
параты различной природы могут влиять на эф-
фективность АА. Так, токсичность АА снижается 
в присутствии эндогенного пигмента меланина [26], 
витамина С [27], гемина (FePPIX) [28–30]. При этом 
механизмы, лежащие в основе снижения цитотоксич-
ности АА, могут быть разными: образование комплек-
са меланина с АА и улавливание активных форм 
кислорода, генерируемых АА [26]; активация антиок-
сидантной системы (витамин С) [27]. Cнижение ток-
сичности АА в присутствии FePPIX обусловлено его 
прямым взаимодействием с антрациклинами [28, 31], 
угнетением транспорта АА в клетку [28, 31], селектив-
ным ингибированием активности СОХ, фермента 
дыхательной цепи Мтх [29], усилением экспрессии 
гена NrF2 и опосредованно через него – активацией 
антиоксидантной системы клетки [30].

Conclusions. The TF potency to decrease the sensitivity of cancer cells to DOX in vitro does not correlate with its ability to modulate 
аnthracycline antibiotics anticancer effect in vivo.

Key words: doxorubicin, sodium salt of cobalt 4,5-carboxyphthalocyanine, drug-induced senescense, mouse melanoma cell line 
B16 / F10, transplanted mouse tumor B16
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Ранее нами было обнаружено, что чувствитель-
ность опухолевых клеток млекопитающих разного 
гистогенеза, растущих in vitro, к DOX снижается 
в присутствии терафтала (ТФ, натриевая соль 4,5-ок-
такарбоксифталоцианина кобальта), компонента 
противоопухолевого средства – бинарной каталити-
ческой системы (ТФ + аскорбиновая кислота) [32, 33]. 
Известно, что в клинических протоколах фотоди-
намической терапии используются фотосенсибили-
заторы фталоцианиновой природы, подобные ТФ, 
в комбинации с химиопрепаратами, включающей АА 
[34]. Принимая во внимание эти данные, мы продол-
жили исследования в условиях in vivo.

Цель настоящего исследования – выяснить, вли-
яет ли ТФ на противоопухолевой эффект DOX in vivo. 
Для этого сначала в условиях in vitro на клетках мела-
номы мышей линии В16 / F10 были подтверждены 
цитопротекторные свойства ТФ, затем исследовали 
эффективность лечения перевиваемой меланомы 
мышей В16 комбинацией DOX с ТФ.

Материалы и методы
В работе были использованы следующие хими-

ческие реактивы: РНКаза А, ДМСО, NP-40, йодид 
пропидия (PI), K

3
Fe(CN)

6
, K

4
Fe(CN)

6
, X-Gal, МТТ 

фирмы Sigma. Бромистый этидий, MgCl
2
, дитиотре-

и тол, CH
3
COONa, Tween 20, глютаральдегид получены 

из Serva; NaCl фирмы «Реахим». Препараты: DOX – 
Bristol Myers; Терафтал-Лио – совместного производ-
ства ФГУП ГНЦ «НИОПИК» и ФГБУ «НМИЦ он-
кологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России. FePPIX 
получен из Sigma. С14-даунорубицин (удельная актив-
ность 1,67 ГБк / ммоль) получен из Amersham (Англия). 
FePPIX растворяли в ДМСО; DOX и ТФ – в Н

2
О. Сто-

ковые растворы в аликвотах (20 мкл) хранили при 
–60  °С и размораживали в каждой новой серии опытов.

Экспериментальные модели
Культура клеток меланомы мышей линии 

В16 / F10 была использована в качестве эксперимен-
тальной модели in vitro. Для поддержания линии 
и проведения экспериментов клетки культивирова-
ли в питательной среде, содержащей RPMI 1640, 
10 % FCS, 2 мМ глютамина и антибиотики (стреп-
томицин + пенициллин). Экспериментальной мо-
делью in vivo служила меланома мышей MelB16, 
штамм (3-й пассаж) получен из Банка заморожен-
ных биоматериалов НМИЦ онкологии им. Н.Н. Бло-
хина. Опухоль прививали в икроножные мышцы 
правой задней лапки. Прививочная доза – 20 мг 
взвеси опухоли в 0,1 мл среды 199. Исследование 
проводили на мышах-самках – гибридах F

1
 (BDF

1
) 

[C
57

BL / 
6
*DBA

2
] массой тела 20–22 г, полученных 

из питомника «Столбовая», которых содержали 
в виварии НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина при 

естественном освещении на брикетированном корме 
и постоянном доступе к воде.

исследование жизнеспособности опухолевых 
клеток in vitro мтт-методом
Для изучения цитотоксической активности пре-

паратов был использован МТТ-метод, подробно 
описанный в работе [35]. Для оценки эффективности 
модулятора (М) в комбинации с препаратами ис-
пользован индекс резистентности (IR), равный от-
ношению:

IR = IC
50

 (препарат + М) / IC
50

 препарат.

Величина IR >1,0 в присутствии нетоксических кон-
центраций М (выживаемость клеток не менее 80 % 
по сравнению с контрольными клетками) свидетель-
ствовала о снижении чувствительности клеток к хи-
миопрепарату.

исследование клеточного цикла методом проточ-
ной флуорометрии
Для исследования влияния ТФ на способность 

DOX вмешиваться в клеточный цикл линии В16 / F10 
(106 / 2 мл питательной среды в лунке) использовали 
методику, описанную в работе [33]. Анализ клеточ-
ного цикла был выполнен на клетках, меченых PI, 
содержание в популяции клеток в фазах Sub-G

1
, G

1
, 

S и G
2
 / M было вычислено из гистограмм в програм-

ме FACS Diva и представлено в процентах.

определение активности лизосомального фермен-
та β-галактозидазы в клетках
Экспрессию β-галактозидазы в клетках опреде-

ляли согласно методике [36] с модификациями [33].

исследование способности клеток накапливать 
аа в присутствии и без модуляторов с помощью 
радиометрического метода
Для оценки способности опухолевых клеток на-

капливать AA в присутствии и без модуляторов ис-
пользовали методику, описанную в работе [33]. 
Данные выражены как количество импульсов в час 
в расчете на 106 клеток и являются средними величи-
нами, полученными из 2 независимых экспериментов.

исследование противоопухолевой активности 
dOX (режимы и дозы препаратов)
Изучение противоопухолевой активности DOX 

в комбинации с ТФ и без модулятора соответство-
вало рекомендациям, изложенным в Руководстве 
по проведению доклинических исследований лекар-
ственных средств под редакцией А. Н. Миронова [37].

Перед лечением мышей распределили на 4 груп-
пы по 5 особей: 1-я группа (контроль роста опухоли) 
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получала 0,2 мл физраствора, 2-я получала только DOX, 
3-я – комбинацию ТФ + DOX (ТФ вводили пер-
вым без интервала между введениями препаратов); 
4-я группа – комбинацию DOX + ТФ (DOX вводили 
первым и ТФ – через 2,5 ч после АА). Дозы препара-
тов выбраны по принципу максимальной переноси-
мости: DOX – 8 мг / кг [37], ТФ – 25 мг / кг (собственные 
неопубликованные данные). Препараты растворяли 
0,2 мл физраствора и вводили 1-кратно через 48 ч 
после трансплантации опухоли: ТФ – Терафтал-Лио 
(0,1 %) вводили внутривенно в хвостовую вену очень 
медленно, DOX (0,08 %) вводили внутрибрюшинно. 
Объем опухолей измеряли на 7, 10, 14 и 17-е сутки 
после трансплантации опухоли. Торможение роста 
опухоли (ТРО) рассчитывали соответственно на 5, 8, 
12 и 15-е сутки после окончания лечения. Эффектив-
ность лечения оценивали по стандартному критерию 
ТРО (%) [37]. Полученные данные обрабатывали 
статистически с использованием компьютерной 
программы STATISTICA 6.0. Различия между срав-
ниваемыми группами считались статистически до-
стоверными при p <0,05.

Результаты и обсуждение
исследование влияния тФ на токсичность dOX 
для опухолевых клеток меланомы мышей линии 
B16 / F10 в системе in vitro
По нашим данным, в присутствии ТФ (10 мкМ) 

чувствительность клеток линии B16 / F10 к DOX сни-
жается в 4 раза, о чем свидетельствует величина IR: 
(4,1 ± 0,6). В этих же условиях в присутствии FePPIX 

(10 мкМ), известного модулятора токсичности АА 
[28–30], величина IC

50
 для DOX увеличивается в сред-

нем в 2,5 раза IR: (2,7 ± 0,4) (рис. 1).
Кривая выживаемости клеток в присутствии 

комбинации DOX + ТФ не отличается от таковой для 
DOX + (ТФ + FePPIX). Таким образом, конечный 
эффект комбинации DOX + (ТФ + FePPIX) не явля-
ется суммой вклада обоих модуляторов. Эти данные 
могут свидетельствовать, что ТФ и FePPIX конкури-
руют за одни и те же мишени, участвующие в меха-
низме снижения токсичности к АА.

Эффективность ТФ как протектора определена 
в исследовании зависимости токсичности DOX для 
клеток B16 / F10 от концентрации модулятора. По на-
шим данным, защитный эффект ТФ для клеток 
B16 / F10 отсутствует при концентрации модулятора 
в среде 5 мкМ, регистрируется при 10 мкМ (IR = 
4,1 ± 0,6), возрастает при 20 мкМ (IR = 6,0 ± 0,4) 
(рис. 2). В этих же условиях эффективность FePPIX, 
протектора токсичности DOX, при концентрации 
модулятора в среде 10 мкМ не отличается от таковой 
при 20 мкМ (см. рис. 1 и 2). Эти данные свидетель-
ствуют, что ТФ является более эффективным моду-
лятором токсичности DOX для клеток меланомы 
линии B16 / F10 по сравнению с FePPIX.

исследование влияния тФ на механизмы гибели 
клеток меланомы линии B16 / F10 в присутствии 
dOX: индукцию апоптоза и преждевременного 
старения клеток
По данным литературы, DOX индуцирует гибель 

клеток меланомы мышей В16 / F10 в основном по 

рис. 1. Цитотоксичность DOX для клеток B16 / F10 в присутствии 
и без модуляторов (ТФ / FePPIX). Здесь и на рис. 2, 3, 5: ТФ – тераф-
тал, DOX – доксорубицин

Fig. 1. DOX cytotoxicity for B16 / F10 cells with and without modulators 
(TF / FePPIX). Here and in fig. 2, 3, 5: TF – teraftal, DOX – doxorubicin

IC50(M) / IR

  DOX 3,0 × 10–7 1,0
  DOX + ТФ20 / DOX + ТF20 1,9 × 10–6 6,7

  DOX+ FePPIX20  1,0 × 10–6 3,3
   DOX + ТФ5 / DOX + ТФ5  3,5 × 10–7 1,2
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рис. 2. Зависимость токсичности комбинации DOX + ТФ / FePPIX 
для клеток B16 / F10 от концентрации модулятора

Fig. 2. Dependence of DOX + TF / FePPIX combination toxicity for 
B16 / F10 cells on modulator concentration

IC50(M) / IR

  DOX 5,4 × 10–7   1,0
  DOX + ТФ10 / DOX + TF10 3,1 × 10–6 5,8
  DOX + FePPIX10 1,3 × 10–6  2,5
   DOX + ТФ10 + FePPIX10 /  

DOX + TF10 + FePPIX10 2,5 × 10–6               4,6 
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механизму апоптоза [14, 15]. Одним из маркеров 
начального этапа индукции апоптоза по митохон-
дриальному пути является появление Sub-G

1
-пика 

при исследовании клеточного цикла методом про-
точной цитофлюорометрии.

По нашим данным, представленным на рис. 3, 
в популяции клеток меланомы линии B16 / F10 после 
воздействия DOX (0,5, 1 и 2 мкМ) в течение 48 ч 
фракция клеток в Sub-G

1
-фазе составляет 1, 12,2 и 88 % 

соответственно по сравнению с 0,5 % таковой в от-
сутствие АА. В присутствии ТФ (20 мкМ) количество 
«апоптотических» клеток в ответ на DOX (2 мкМ) 
остается на низком уровне (2,4 %). Таким образом, 
ТФ способен защищать клетки меланомы линии 
B16 / F10 на ранних этапах апоптоза по митохондри-
альному пути, индуцированного DOX. Известно, 
что DOX, будучи интеркалятором ДНК и ингибито-
ром Торо II, способен вызывать сшивки и разрывы 
в ДНК, следствием чего является нарушение митоза: 
остановка в S-фазе, накопление клеток в фазе G

2
 

клеточного цикла и в дальнейшем – арест пролифе-
рации клеток [24]. По нашим данным, количество 
клеток в исходной популяции линии B16 / F10 в фа-
зе G

2
 / М составляет 26 %. При концентрации DOX 

в среде инкубации 0,5 мкМ данная фракция клеток 

возрастает до 39 %, а при концентрации АА 1 и 2 мкМ 
снижается до 13 и 1 % соответственно. В присутствии 
ТФ (20 мкМ) в тех же условиях мы наблюдаем резкое 
возрастание фракции клеток в фазе G

2
 / М до 73 % 

(DOX 0,5, 1 мкМ). Доля клеток в блоке G
2
 / М при 

концентрации DOX 2 мкМ составляет 50 % и не воз-
вращается к контрольным величинам. Таким обра-
зом, в присутствии ТФ механизм защиты клеток 
меланомы линии B16 / F10 от токсичности DOX 
(индукция апоптоза) коррелирует с остановкой кле-
ток в фазе G

2
 / М. Такие клетки, как известно, приоб-

ретают фенотип SLC, для которого характерны 
морфологические (увеличение размера, разбухание 
ядер, появление микроядер) и биохимические (уве-
личение активности фермента β-галактозидазы ли-
зосом) признаки [16, 34].

По нашим данным, индукция SLC-фенотипа 
в клетках B16 / F10 после воздействия DOX (0,625 мкМ) 
сопровождается набуханием клеток и увеличением 
в них количества лизосом, о чем свидетельствуют 
«синие» клетки с высокой экспрессией фермента 
β-галактозидазы, выявленные с помощью X-GAL-
реагента (рис. 4б). В популяции клеток, обработан-
ных комбинацией DOX + ТФ (20 мкМ), количество 
«синих» клеток возрастает. При концентрации DOX 
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рис. 3. Распределение клеток B16 / F10 по фазам клеточного цикла после воздействия на клетки DOX ± ТФ в течение 48 ч

Fig. 3. Cell cycle phase distribution of B16 / F10 cells after treatment with DOX ± TF for 48 hours
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(1,25 мкМ) наблюдается гибель клеток, о чем сви-
детельствует их низкая плотность в лунках, среди 
оставшихся клеток выявляются редкие варианты 
с признаками SLC-фенотипа (рис. 4в). В присут-
ствии ТФ клеточная гибель не наблюдается, и прак-
тически все клетки имеют морфологические признаки 
SLC-фенотипа: увеличенные размеры и экспрессию 
β-галактозидазы  (рис. 4в, г). В этих же условиях еди-
ничные «синие» клетки присутствуют в контрольных 
образцах (рис. 4а, стрелка).

исследование влияния тФ на способность клеток 
меланомы мышей линии B16 / F10 накапливать аа
Согласно данным литературы механизм защиты 

клеток от токсичности АА в присутствии ТФ / FePPIX 
может быть связан со способностью модулятора сни-
жать накопление препаратов опухолевыми клетками 
[28, 31, 33]. Учитывая эти сведения, мы исследовали 
влияние ТФ / FePPIX на накопление АА опухолевыми 
клетками линии B16 / F10.

По нашим данным, при кратковременной инкуба-
ции клеток с С14-даунорубицином величина накопле-
ния АА клетками B16 / F10 составляет 8765 ± 869 имп / ч, 
в присутствии ТФ (10 мкМ) она снижается на 32 % 
(5926 ± 192), а в присутствии FePPIX (10 мкМ) – 

на 20 % (7111 ± 695). Таким образом, оба модулятора 
ТФ и FePPIX являются ингибиторами накопле-
ния АА клетками B16 / F10, но эффективность ТФ 
в 1,5 ра за выше по сравнению с FePPIX. В услови-
ях комбинирования двух модуляторов уровень 
накопления АА соответствует величине, характер-
ной для ТФ (5539 ± 643) (рис. 5), что свидетель-
ствует о конкурентном типе взаимодействия моду-
ляторов с белками-мишенями АА.

Снижение способности клеток B16 / F10 в при-
сутствии ТФ накапливать АА может свидетельство-
вать о том, что ТФ вмешивается в механизм действия 
DOX уже на уровне поступления его в клетки. Таким 
образом, в исследованиях in vitro нами показано, что 
ТФ является модулятором токсичности DOX для кле-
ток меланомы мышей линии B16 / F10. Установлено, 
что ведущим механизмом гибели опухолевых клеток 
линии B16 / F10 при воздействии на них DOX являет-
ся апоптоз. В присутствии ТФ наблюдается защита 
клеток меланомы от индукции апоптоза уже на ран-
них этапах поступления АА в клетку путем переклю-
чения на программу преждевременного старения.

На следующем этапе исследования предстояло вы-
яснить, сохраняется ли защитный эффект ТФ, выявлен-
ный in vitro, в условиях in vivo. Для решения этой задачи 

рис. 4. Экспрессия ß-галактозидазы в клетках линии B16 / F10 после воздействия на них DOX ± ТФ в течение 48 ч: а – при отсутствии 
препаратов; б – DOX 0,6 мкМ; в – DOX 0,6 мкМ + ТФ 20 мкМ; г – DOX 1,2 мкМ; д – DOX 1,2 мкМ + ТФ 20 мкМ; красная стрелка указы-
вает на клетки, окрашенные на ß-галактозидазу

Fig. 4. ß-galactosidase expression in B16 / F10 cells after treatment with DOX ± TF for 48 hours: а – without medications; б – DOX (0.6 μM);  
в – DOX (0.6 μM) + TF (20 μM); г – DOX (1.2 μM); д – DOX (1.2 μM) + TF (20 μM); red arrow shows cells stained for ß-galactosidase

б ва

г д
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мы использовали сингенную экспериментальную мо-
дель (перевиваемую опухоль меланомы мышей 
MelВ16) и исследовали влияние ТФ на эффектив-
ность лечения DOX.

исследование влияния тФ на противоопухолевую 
активность dOX относительно перевиваемой 
опухоли мышей Melв16
Согласно данным, представленным в таблице, 

в 1-й группе (контрольной) наблюдался быстрый 
рост опухоли: на 7-е сутки – 827 (±69) мм3, 10-е – 2498 

(±313) мм3, 14-е – 5734 (±347) мм3, 17-е – 8934 (±486) мм3 
после трансплантации опухоли. Во 2-й группе (DOX) 
объемы опухолей на 7-е сутки – 524 (±34) мм3, 10-е – 
1658 (±204) мм3, 14-е – 3769 (±142) мм3, 17-е – 8323 
(±471) мм3 после трансплантации опухоли. ТРО на 5, 
8, 12, 15-е сутки после окончания лечения – 37, 34, 
34 и 7 % соответственно. В 3-й группе (DOX + ТФ 
без временного интервала между введением препа-
ратов) объемы опухолей на 7-е сутки: 501 (±39) мм3, 
10-е – 1542 (±151) мм3, 14-е – 4057 (±256) мм3, 17-е – 
7884 (±1144) мм3 после трансплантации опухоли. 
ТРО на 5, 8, 12, 15-е сутки после окончания лечения: 
39, 38, 29 и 12 % соответственно. В 4-й группе 
(DOX + ТФ с интервалом между введением препара-
тов 2,5 ч) объемы опухолей на 7-е сутки – 533 (±159) мм3, 
10-е – 1581 (±159) мм3, 14-е – 3856 (±293) мм3, 17-е – 
8147 (±253) мм3. ТРО на 5, 8, 12, 15-е сутки после 
окончания лечения – 36, 37, 33 и 9 % соответственно. 
Результаты представлены в таблице и достоверны 
при р <0,05 на 7, 10, 14 и 5, 8, 12-е сутки соответ-
ственно. Таким образом, во всех группах мышей, 
получавших как один DOX, так и АА в комбинации 
с ТФ, наблюдался слабый противоопухолевый эф-
фект (29–39 %), который практически полностью 
снижался к 15-м суткам.

Заключение
Таким образом, результаты проведенных иссле-

дований свидетельствуют, что ТФ снижает токсич-
ность DOX для клеток меланомы мышей B16 / F10 
в условиях in vitro и не влияет на эффективность лече-
ния препаратом перевиваемой опухоли мышей MelВ16.

Терапевтический эффект DOX относительно меланомы мышей MelB16 в присутствии и без ТФ

Therapeutic effect of DOX for MelB16 murine melanoma with and without TF

Группа 
Group

Средний объем опухоли после трансплантации, мм3 
Mean tumor volume a day after transplantation

тро после лечения, % 
TGI  % a day after treatment

cутки 
day

7-е 10-е 14-е 17-е 5-е 8-е 12-е 15-е

Контроль 0,2 мл физраствора 
Control 0.2 ml of normal saline

*827 ± 69 *2498 ± 313 *5734 ± 347 8934 ± 486

DOX 8 мг / кг 
DOX 8 mg / kg

*524 ± 34 *1658 ± 204 *3769 ± 142 8323 ±471 *37 *34 *34 7

ТФ 25 мг / кг + DOX 8 мг / кг
без интервала 
TF 25 mg / kg + DOX 8 mg / kg at the same time

*501 ± 39 *1542 ± 151 *4057 ± 256 7884 ± 1144 *39 *38 *29 12

DOX 8 мг / кг + ТФ 25 мг / кг через 2,5 ч 
DOX 8 mg / kg + TF 25 mg / kg 2.5 hours later

*533 ± 159 *1581 ± 159 *3856 ± 293 8147 ± 253 *36 *37 *33 9

*р <0,05 на 7, 10, 14 и 5, 8, 12-е сутки соответственно. 
*p <0.05 for 7, 10, 14 and 5, 8, 12th day, respectively.
Примечание . DOX – доксорубицин, ТФ – терафтал. 
Note . DOX – doxorubicin, TF – teraftal.

рис. 5. Накопление С14-даунорубицина клетками линии B16 / F10 
в присутствии и без ТФ / FePPIX. DNR – даунорубицин, ТФ – тераф-
тал, FePPIX – гемин

Fig. 5. С14-daunorubicin accumulation in B16 / F10 cells with and without 
TF / FePPIX. DNR – daunorubicin, TF – teraftal, FePPIX – hemin
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влияние мУлЬтиФитоадаПтоГена 
на лейкоЦитарнУЮ инФилЬтраЦиЮ 

ГеПатокарЦином мыШей

р. в. карпова1, е. в. Бочаров1, о. а. Бочарова1, и. в. казеев1, в. Г. кучеряну2, Ю. н. Соловьев1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина»   
Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское ш., 24; 

2ФГБНУ «НИИ общей патологии и патофизиологии»; Россия, 125315 Москва, ул. Балтийская, 8

Контакты: Регина Васильевна Карпова planta39@rambler.ru

Цель исследования – морфологическое изучение ткани печени мышей линии СВА на разных этапах онтогенеза и при лечебном 
воздействии жидкой формы мультифитоадаптогена.
Материалы и методы . Объект исследования – образцы печени мышей-самцов линии CBA (сублиния CBA / LacY). Опытные 
мыши получали (курсами) 10 % водный раствор мультифитоадаптогена с 6-месячного возраста до естественной гибели 
животных. Образцы ткани фиксировали в нейтральном забуференном формалине и заключали в парафин. Срезы с парафино-
вых блоков окрашивали гематоксилином и эозином. Определяли строение печени, а также степень лейкоцитарной инфильт-
рации в опухолевой ткани.
Результаты . У мышей-самцов СВА были выявлены опухоли, по морфологическому строению представляющие собой умерен-
но-дифференцированные трабекулярные гепатокарциномы (в возрасте 8 мес) и низкодифференцированные трабекулярно- 
ацинарные гепатокарциномы (в возрасте 22 мес). У опытных животных в обеих временных точках в гепатокарциномах 
морфологически определена лейкоцитарная инфильтрация, которую оценивали количественно. Более высокий уровень лей-
коцитарной инфильтрации у животных в опыте сочетался с деструктивными процессами в опухоли.
Заключение . Лейкоцитарная инфильтрация гепатокарцином мышей-самцов СВА может иметь значение для снижения час-
тоты опухолеобразования у животных высокораковых линий.

Ключевые слова: гепатокарцинома, лейкоцитарная инфильтрация, мыши-самцы СВА, фитоадаптогены (женьшень, родиола, 
элеутерококк)

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-18-2-60-65

ThE INFluENCE OF MulTIPhyTOadaPTOGEN  
ON lEuKOCyTE INFIlTRaTION IN MICE hEPaTOCaRCINOMaS

R . V . Karpova1, E . V . Bocharov1, O . A . Bocharova1, I . V . Kazeev1, V . G . Kucheryanu2, Yu . N . Soloviev1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Sh., Moscow 115478, Russia; 

2Institute of general pathology and pathophysiology; 8 Baltiyskaya St., Moscow 125315, Russia

The aim of this study was the morphological investigation of the CBA mice liver tissue at different stages of ontogenesis as well as during 
liquid form multifitoadaptogen therapeutic administration.
Materials and methods . The study objects are the liver samples of CBA male mice (subline CBA / LacY). Experimental animals received 
a 10 % solution of multifitoadaptogen from 6 months of age until natural death. Tissue samples were fixed in neutral buffered formalin 
and embedded in paraffin. Sections from paraffin blocks were stained with hematoxylin and eosin. The structure of the liver tumours 
was determined as well as the quantitаtive degree of leukocyte infiltration in the tumour tissue.
Results . The tumours morphologically structured as moderately differentiated trabecular hepatocarcinomas (at 8 months of age) and 
low differentiated trabecular-acinar hepatocarcinomas (aged 22 months) were revealed in CBA male mice. Higher lever of leukocyte 
infiltration in hepatocarcinomas of experimental animals was determined.
Conclusion . Leukocyte infiltration may be important for antitumour immune reaction as well as for reduction of the tumour formation 
incidence in high-cancer mice.

Key words: hepatocarcinomas, leukocyte infiltration, CBA male mice, phytoadaptogens (ginseng, rhodiola, eleutherococcus)



61

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 2'2019  ТОм 18    vol. 18

Оригинальные статьи

Введение
Снижение активности иммунных эффекторов 

в отношении опухолевых клеток может быть обу-
словлено ослаблением контактных взаимодействий 
гистонеспецифических мембраносвязанных молекул 
адгезии ICAM-1 с их лигандами – лейкоцитарными 
интегринами, в частности LFA-1 и Mac-1 [1–3]. 
 Вместе с тем предполагается участие цитокинов 
в прогрессии и метастазировании опухолей. Так, 
повышенный уровень интерлейкинов (ИЛ) 6 и 10 
сопро вождает подавление противоопухолевых им-
мунных реакций [4, 5].

Данная работа продолжает серию статей, посвя-
щенных изучению нарушения адгезионных взаимо-
действий между клетками иммунной системы и опу-
холью с участием цитокинов ИЛ-6 и -10, а также 
возможности их коррекции на примере воздействия 
нетоксичного мультифитоадаптогена (МФА). Из-
вестна способность фитоадаптогенов регулировать 
межклеточную адгезию, нормализуя процессы диф-
ференцировки тканей, усиливать иммунологическую 
реактивность организма в отношении опухолей, 
проявляя противоопухолевый эффект [6, 7].

В предыдущих работах на модели спонтанного 
гепатоканцерогенеза у мышей-самцов линии СВА [8] 
было показано, что развитие опухолей сопровожда-
ется снижением в онтогенезе экспрессии лейкоци-
тарных интегринов LFA-1 и Mac-1, а также возрас-
танием сывороточного уровня супрессорных ИЛ-6 
и -10. Воздействие МФА как в профилактическом 
режиме (в течение 1-го месяца жизни), так и в лечеб-
ном (с возраста 6 мес до естественной гибели живот-
ных) приводило к долговременному усилению экс-
прессии LFA-1 и Mac-1, подавлению сывороточного 
уровня ИЛ-6 и -10, снижению уровня наследствен-
ного опухолеобразования (количества и размеров 
гепатокарцином по сравнению с животными кон-
трольной группы) [9, 10].

При морфологическом исследовании гепатокар-
цином животных, получавших МФА профилактиче-
ски, в опухолевой ткани была определена лейкоцитар-
ная инфильтация, а также выявлены деструктивные 
участки [11].

Цель исследования – морфологическое изучение 
ткани печени мышей-самцов линии СВА на разных 
этапах онтогенеза при лечебном воздействии жидкой 
формы МФА.

Материалы и методы
В исследование были включены опытная (n = 80) 

и контрольная (n = 90) группы мышей-самцов линии 
СВА (сублиния СВА / Lac Y). Источник получения 
животных – локальная колония Национального 
медицинского исследовательского центра онкологии 
им. Н. Н. Блохина. Мыши контрольной группы по-

лучали в качестве питья воду, животные опытной 
группы – 10 % водный раствор МФА с возраста 6 мес 
(периода появления первых опухолей) до естествен-
ной гибели животных.

Мышей (по 15 из каждой группы) выводили из 
эксперимента в возрасте 4, 8, 22 мес. Остальные жи-
вотные находились под наблюдением до их естест-
венной гибели. Образцы ткани печени фиксировали 
в нейтральном забуференном формалине и заключа-
ли в парафин. Срезы с парафиновых блоков окраши-
вали гематоксилином и эозином для проведения 
гистологического исследования.

При оценке гистологических препаратов опреде-
ляли строение печени, а также степень лейкоцитар-
ной инфильтрации в опухолевой ткани.

Количественную оценку лейкоцитарной инфиль-
трации проводили путем подсчета у каждого живот-
ного числа клеток не менее чем в 10 репрезентатив-
ных полях зрения в областях наиболее интенсивного 
окрашивания при увеличении микроскопа 400. Опре-
деляли среднее количество клеток в 1 поле зрения. 
Затем оценивали средний показатель с учетом обще-
го числа животных в группе.

Мультифитоадаптоген – стандартизованная фар-
мацевтическая композиция на основе компонентов 
экстрактов 40 растений (включая фитоадаптогены 
женьшень, элеутерококк, родиолу розовую и др.), 
в состав которых входят в том числе соединения фе-
нольной природы (флавоноиды, тритерпеновые гли-
козиды и др). МФА обладает антиоксидантными, 
антимутагенными, антистрессорными, гормономо-
дулирующими, противоопухолевыми, иммуномоду-
лирующими, в том числе адгезиогенными и интер-
фероногенными свойствами [12–17].

Статистический анализ результатов проводили 
с использованием программы STATISTICA 6.0.

Результаты
У животных обеих групп в возрасте 4 мес опухо-

лей не выявлено. Примеры микропрепаратов ткани 
печени животных контрольной и опытной групп 
в этом возрасте изображены на рис. 1. Представлен-
ная морфологическая картина характерна для нор-
мальной ткани печени. При этом у животных 2 групп 
она не различалась.

Примеры строения гепатом у мышей обеих групп 
в возрасте 8 мес приведены на рис. 2. Опухоли пред-
ставляют собой умеренно дифференцированные 
трабекулярные гепатокарциномы – опухолевые клет-
ки с относительно крупными ядрами образуют тяжи 
и трабекулы. В опухолевой ткани животных конт-
рольной группы выявлены единичные лейкоциты 
(см. рис. 2а). На гистологическом срезе гепатокарци-
номы опытного животного (см. рис. 2б) видна инфильт-
рация опухоли лейкоцитами (судя по однородным 
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крупным клеточным ядрам, активированными лим-
фоцитами) в виде тяжей или локальных скоплений 
клеток.

На рис. 3 продемонстрированы примеры гисто-
логических препаратов опухолей мышей обеих групп 
в позднем онтогенезе (в возрасте 22 мес). В данном 
случае визуализируются низкодифференцированные 
опухоли смешанного строения – трабекулярно-аци-
нарные гепатокарциномы. Полиморфные клетки, 
расположенные в виде трабекул, имеют гиперхром-
ные ядра, между трабекулами располагаются атипич-
ные полости (ацинусы). У мышей опытной группы, 
получавших МФА в лечебном режиме, на срезе опу-
холевой ткани (см. рис. 3б) видны участки, инфиль-
трированные лейкоцитами. У животных контрольной 
группы лейкоцитарную инфильтрацию наблюдали 
в минимальных количествах.

В таблице приведены количественные показа-
тели инфильтрации гепатокарцином лейкоцитами 
у мышей обеих групп в возрасте 8 и 22 мес. У конт-
рольных животных как в 8 мес, так и в 22 мес в поле 
зрения наблюдались единичные лейкоциты (1,3 ± 0,1 
и 2,3 ± 0,2 клетки соответственно). У мышей опыт-
ной группы, получавших МФА с 6 мес, лейкоцитар-
ная инфильтрация гепатокарцином более много-
численна в обоих возрастных периодах (12,1 ± 1,0 
и 123,6 ± 11,0 соответственно).

Следует отметить, что в контрольной группе жи-
вотных частота опухолеобразования в возрасте 22 мес 
составила 100 %, в то время как у животных 2-й груп-
пы в этом возрасте частота опухолеобразования (70 %) 
была статистически достоверно ниже. При этом 
средний объем опухолевой массы на мышь также был 
достоверно ниже, чем в контрольной группе [10]. 

рис. 1. Микроскопическое строение ткани печени животного 
в возрасте 4 мес: а – контрольной группы; б – опытной группы. 
Окраска гематоксилином и эозином; ×400

Fig. 1. Microscopic structure of the animal’s liver at 4 months of age:  
а –control group; б – study group. Hematoxylin and eosin staining; ×400

рис. 2. Умеренно-дифференцированная трабекулярная гепатокарцинома у мышей СВА в возрасте 8 мес: а – образец печени контрольного 
животного; б – образец печени животного опытной группы (под воздействием мультифитоадаптогена). Окраска гематоксилином и эозином; 
×400

Fig. 2. Moderately differentiated trabecular hepatocellular carcinoma in СВА mice aged 8 months: а – liver sample of a control animal; б – liver sample 
of a study animal (under the effect of multiphytoadaptogen). Hematoxylin and eosin staining; ×400

ба

ба
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Количественные показатели инфильтрации гепатокарцином лейкоцитами под воздействием мультифитоадаптогена у мышей СВА в воз-
расте 8 и 22 мес

Quantitative characteristics of hepatocellular carcinoma infiltration by leukocytes under the effect of multiphytoadaptogen in СВА mice aged 8 and 22 months

Группы 
Groups

число мышей, n 
Number of mice, n

возраст мышей, мес 
age of mice, months

количество оил в поле 
зрения (M ± m) 

Number of TIl in the field  
of vision (M ± m) 

мin–Max количество 
оил в поле зрения 

Min–Max number  
of TIl in the field of vision

Контрольная 
группа 
Control group

15 8 1,3 ± 0,1 0–3

15 22 2,3 ± 0,2 0–5

Мультифито-
адаптоген с 6 мес 
Multiphytoadaptogen 
since age 6 months

15 8 12,1 ± 1,0 0–40

15 22 123,6 ± 11,0 10–570

Примечание . ОИЛ – опухолеинфильтрирующие лейкоциты. 
Note . TIL stands for tumor-infiltrating leukocytes. 

Данные результаты указывают на то, что наличие 
опухолеинфильтрирующих лейкоцитов в гепатокар-
циномах мышей при воздействии МФА может иметь 
значение для подавления опухолевого процесса.

Вместе с тем наличие лейкоцитарной инфильтра-
ции гепатокарцином у мышей СВА под воздействием 
МФА в лечебном режиме сочеталось с нормализаци-
ей иммуноадгезионных параметров, а именно с по-
вышением экспрессии лейкоцитарных интегринов 
LFA-1 и Mac-1 на клетках крови и снижением сыво-
роточного содержания соответствующих цитокинов 
(ИЛ-6 и -10) [9].

Обсуждая полученные результаты, следует отме-
тить, что миграция в опухолевую ткань активированных 
лимфоцитов может служить положительным прогно-
стическим признаком опухолевого процесса [18, 19].

Результаты ряда исследователей говорят в пользу 
того, что инфильтрация опухоли цитотоксическими 

лимфоцитами может быть обеспечена усилением 
экспрессии лейкоцитарных интегринов, в том числе 
LFA-1 и Mac-1. Вместе с тем и молекулы адгезии 
ICAM-1, -2, -3, выступающие в роли контррецепто-
ров лейкоцитарных интегринов на клетках опухоли, 
также могут индуцировать их экспрессию при уча-
стии ряда цитокинов (ИЛ-6, -10, -12, интерферона γ, 
фактора некроза опухоли и др.) [20].

Очевидно, снижение частоты опухолеобразова-
ния у мышей СВА при лечебном воздействии жидкой 
формы МФА можно объяснить в том числе выражен-
ной лейкоцитарной инфильтрацией гепатокарцином.

Однако на данном этапе работы остался невыяв-
ленным фенотип клеток, инфильтрирующих опухоль, 
а также вопрос о том, экспрессированы ли на этих 
клетках, в частности, молекулы лейкоцитарных инте-
гринов при использовании МФА. Этот вопрос будет 
являться предметом дальнейших исследований. 

рис. 3. Трабекулярно-ацинарная гепатокарцинома у мышей СВА в возрасте 22 мес: а – образец печени контрольного животного; б – образец 
печени животного опытной группы (под воздействием мультифитоадаптогена). Окраска гематоксилином и эозином;×400

Fig. 3. Trabecular acinar hepatocellular carcinoma in СВА mice aged 22 months: а – liver sample of a control animal; б – liver sample of a study animal 
(under the effect of multiphytoadaptogen). Hematoxylin and eosin staining; ×400

ба
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Вместе с тем можно предположить, что в данном 
случае в опухоль мигрируют цитотоксические 
CD8+-лим фоциты, что согласуется с подавлением 
образования гепатокарцином в опытной группе. 
Также важно проследить корреляционную связь 
инфильтрации опухоли лимфоцитами с продолжи-
тельностью жизни мышей СВА, предрасположен-
ных к спонтанному образованию гепатом.

Выводы
Лейкоцитарная инфильтрация гепатокарци-

ном мышей-самцов линии СВА под воздействием 
жидкой формы МФА в лечебном режиме (начи-
ная с возраста 6 мес и до естественной гибели 
животных) может иметь значение для снижения 
частоты опухолеобразования у высокораковых 
животных.
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ГидрокСикарБамида  
и ПреПарата Сравнения Гидреа

и. Б. меркулова1, т. в. абрамова1, о. и. коняева1, н. Ю. кульбачевская1, 
н. П. ермакова1, в. а. чалей1, а. Ю. Семушкина2

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; 
Россия,115478 Москва, Каширское ш., 24; 

2ФГБОУ ВПО «Московская государственная академия ветеринарной медицины и биотехнологии –  
МВА им. К. И. Скрябина»; Россия, 109472 Москва, ул. Акад. Скрябина, 23

Контакты: Ирина Борисовна Меркулова Merkulovairina@rambler.ru

Введение . В соответствии с российской федеральной программой по импортозамещению зарубежных лекарственных препа-
ратов качественными российскими препаратами в России воспроизведен препарат гидроксикарбамид (ГК), который прохо-
дил в Национальном медицинском исследовательском центре онкологии им. Н. Н. Блохина доклинические токсикологические 
и патоморфологические исследования в сравнении с препаратом гидреа (ГД) производства Италии.
Цель исследования – сравнительная патоморфологическая оценка влияния ГК и ГД на внутренние органы крыс для под-
тверждения их идентичности по морфологическим критериям.
Материалы и методы . В ходе исследования были использованы 70 неинбредных крыс-самцов, по 10 в группе. Ежедневно в те-
чение 5 дней ГК и ГД вводили крысам перорально в одинаковых суммарных дозах, соответствующих 2, 1 и 1 / 2 максимально 
переносимой дозы. Контрольным крысам в том же режиме перорально вводили 1 % крахмальный клейстер. Животных выво-
дили из опыта на 3-и и 30-е сутки после окончания введений препаратов. Проводили макроскопическое и гистологическое 
исследования внутренних органов по общепринятым методикам, включавшим фиксацию материала в 10 % формалине 
и окраску срезов гематоксилином и эозином. Гистологические препараты внутренних органов исследовали под световым 
микроскопом при увеличении 100, 400 и 1000.
Результаты. Препараты ГК и ГД в суммарных дозах 3000 и 1500 мг / кг на 3-и сутки после окончания введений вызывали 
во внутренних органах крыс сходные морфологические изменения разной степени: умеренную гипоплазию в тимусе, костном 
мозге и селезенке, деструктивные и воспалительные изменения в желудке и двенадцатиперстной кишке и почках. На 30-е сутки 
после окончания применения ГК и ГД изменения в тимусе, костном мозге и селезенке полностью исчезали, в двенадцатипер-
стной кишке и почках сохранялись остаточные морфологические изменения, в семенниках крыс – умеренные атрофические 
изменения. Препараты ГК и ГД в суммарной дозе 750 мг / кг не оказали влияния на внутренние органы крыс.
Заключение . На основании полученных результатов макроскопического и гистологического исследований сделан вывод об ана-
логичном влиянии ГК и ГД на внутренние органы крыс.

Ключевые слова: гидроксикарбамид, гидреа, крысы, внутренние органы, морфологические изменения

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-18-2-66-73

COMPaRaTIVE PaThOMORPhOlOGICal RESEaRCh OF hydROXyCaRBaMIdE aNd hydREa

I . B . Merkulova1, T . V . Abramova1, O . I . Konyaevа1, N . Yu . Kulbachevskaya1, N . P . Ermakova1, V . A . Chaley1, А . Yu . Semushkina2

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology of the Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Sh., Moscow 115478, Russia; 

2K.I. Skryabin Moscow State Academy of Veterinary medicine and Biotechnology; 23 Acad. Skryabin St., Moscow 109472, Russia

Introduction . In accordance with Russian Federal Program of import substitution of foreign medicines replacement for high-quality 
Russian drugs in Russia reproduced нydroxycarbamide (HC), which passed preclinical toxicological and pathomorphological testing 
in comparison with hydrea (HD), producted by Italy.
The aim . The aim of present study was the comparative evaluation of HC and HD effect on the internal organs of rats for the clearing up 
of their identity according to the morphological criterions.
Materials and methods. 70 non-inbred male rats, by 10 rats per group, were used. HC and HD were administered to rats oral daily 
for 5 days in the same total doses correspond with to the 2, 1 and 1 / 2 maximum tolerated dose. In the same regime control rats were oral 
administered with 1 % starch paste solution. Of animals were removed from the experience on days 3 and 30 after the end of the administration 



67

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 2'2019  ТОм 18    vol. 18

Оригинальные статьи

of the drugs. The macroscopic and histological examination of internal organs were perform by routine methods, including fixation of the mate-
rial in 10 % formalin and staining of sections with hematoxylin and eosin. The histological preparations of the internal organs was ana-
lyzed in the light microscope at magnifications of 100, 400, 1000.
Results . HС, as well as HD, in total doses of 3000 and 1500 mg / kg at the 3 day after the end of the introduction caused different degrees 
of similar morphological changes in rat internal organs: moderate hypoplasia in the thymus, bone marrow and spleen, destructive and 
inflammatory changes in the stomach, duodenum and kidney. At the 30 day after the application of both drugs morphological changes 
in the thymus, the bone marrow and the spleen disappeared completely, residual morphological changes persisted in the duodenum and 
kidneys; in the testes of rats – moderate atrophic changes. HС, as well as HD in total dose 750 mg / kg did not cause changes in the in-
ternal organs of the rats.
Conclusion . Based on the results of macroscopic and histological examination the conclusion about of the identity of the influence of HC 
and HD on the internal organs of rats was made.

Key words: hydroxycarbamide, hydrea, rats, internal organs, morphological changes

Введение
Гидроксикарбамид (ГК) – противоопухолевый 

препарат из группы антиметаболитов, производное 
гидроксимочевины, выпускается зарубежными фир-
мами. Он обладает выраженным противоопухолевым 
действием и применяется как в монотерапии, так 
и в комбинации с другими цитостатическими сред-
ствами или с облучением для лечения ряда злокаче-
ственных заболеваний: меланомы, лимфогранулема-
тоза, хронического миелолейкоза, опухолей головы 
и шеи, рака яичников и шейки матки и др. [1–3].

Основной механизм действия ГК связывают 
с угнетением синтеза ДНК пролиферирующих кле-
ток [3, 4]. Препарат оказывает побочное действие 
в виде подавления функции костного мозга (лейко-
пения, анемия, тромбоцитопения), диспепсии и уль-
церации желудочно-кишечного тракта, гепатотоксич-
ности, фиброза легких, интерстициального нефрита 
и др. [1, 3]. Эксперименты на собаках и крысах пока-
зали, что ГК в переносимых и высоких дозах может 
вызывать дозозависимые и обратимые изменения 
разной степени в костном мозге, тимусе, лимфати-
ческих узлах, селезенке, тонком кишечнике, печени, 
почках, семенниках [5, 6]. В России в соответствии 
с целевой федеральной программой реализации им-
портозамещения зарубежных лекарственных препа-
ратов качественными российскими препаратами 
воспроизводятся и изучаются отечественные генери-
ческие препараты [7, 8]. В последние годы воспроиз-
веден ряд активных противоопухолевых препаратов, 
аналогичных зарубежным: цисплатин, оксалипла-
тин, метотрексат, винкристин и др. Эти препараты 
проходили доклинические токсикологические и па-
томорфологические исследования в лаборатории 
фармакологии и токсикологии НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина [9–15].

В лекарственной форме ГК (капсулы по 500 мг) 
воспроизведен отечественным производителем ООО 
«Озон» и прошел доклинические токсикологические 
исследования в НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина 
в сравнении с препаратом гидреа (ГД) фирмы «Кор-

ден Фарма Латина С. п. A.» (Италия). На основании 
результатов токсикологического исследования уста-
новлено, что ГК и ГД по показателям субхрониче-
ской токсичности вполне идентичны [16]. Патомор-
фологическое исследование при изучении 
субхронической токсичности ГК является конечным 
этапом доклинического токсикологического иссле-
дования и проводится в соответствии с требованиями 
по доклиническому изучению новых противоопухо-
левых, а также воспроизведенных препаратов [17–19].

Цель исследования – сравнительная патоморфо-
логическая оценка влияния ГК и ГД на внутренние 
органы крыс для установления идентичности этих 
препаратов по морфологическим критериям.

Материалы и методы
В ходе исследования были использованы 70 не-

инбредных крыс-самцов, по 10 в группе. Препараты 
ГК и ГД грызунам вводили перорально ежедневно 
в течение 5 дней в 3 одинаковых дозах, рассчитанных 
исходя из максимально переносимой дозы (МПД): 
разовая доза – 600 мг / кг, суммарная – 3000 мг / кг 
(2 МПД), разовая – 300 мг / кг, суммарная – 1500 мг / кг 
(МПД), разовая – 150 мг / кг, суммарная – 750 мг / кг 
(1 / 2 МПД).

Контрольным крысам в том же режиме и тем же 
способом вводили 1 % крахмальный клейстер в объ-
еме, соответствующем объему препаратов в макси-
мальной дозе. Грызунов (по 5 из каждой группы) 
выводили из опыта гуманным методом – усыплени-
ем диэтиловым эфиром на 3-и и 30-е сутки после 
прекращения применения препаратов. На вскрытии 
проводили наружный осмотр и макроскопическое 
исследование внутренних органов. Для гистологи-
ческого исследования у крыс были взяты участки 
головного мозга, сердца, легких, печени, желудка, 
поджелудочной железы, тонкого и толстого кишеч-
ника, почек, мочевого пузыря, тимуса, селезенки, 
лимфатических узлов брыжейки, семенников, надпо-
чечников, щитовидной железы, гипофиза. Гистологи-
ческое исследование внутренних органов проводили 
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по общепринятым методикам, включавшим фикса-
цию материала в 10 % нейтральном формалине 
и окраску срезов гематоксилином и эозином. Гисто-
логические препараты исследовали и фотографиро-
вали под световым микроскопом Leica DM 1000 
с использованием цветной цифровой камеры Leica 
DFC295 и компьютерной программы визуализации 
и захвата изображения.

Результаты и обсуждение
На 3-и сутки после 5-кратного ежедневного пе-

рорального введения 1 % крахмального клейстера 
крысам (контрольная группа) при макроскопиче-
ском и гистологическом исследовании внутренних 
органов изменения не обнаружены. Морфологиче-
ская (гистологическая) картина внутренних органов 
у 5 грызунов была сходной и соответствовала морфо-
логической картине, обычно наблюдаемой у интакт-
ных неинбредных крыс-самцов.

На 3-и сутки после окончания применения ГК 
и ГД в суммарной дозе 3000 мг / кг у большинства 
животных, в отличие от контрольной группы, наблю-
дали уменьшение величины тимуса и селезенки, что 
согласуется с некоторым уменьшением массы этих 
органов [16]. А после применения ГК и ГД в суммар-
ной дозе 1500 отмечали лишь уменьшение величины 
тимуса у отдельных крыс. У животных, получивших 
ГК и ГД в суммарной дозе 750 мг / кг, эти изменения 
не выражены.

При гистологическом исследовании внутренних 
органов крыс на 3-и сутки после окончания приме-
нения ГК и ГД в суммарной дозе 3000 мг / кг, в отли-
чие от контрольной группы, отмечены морфологи-
ческие изменения разной степени. Так, в костном 
мозге большинства грызунов выявлено уменьшение 
содержания (умеренная гипоплазия) ядросодер-

жащих гемопоэтических клеток, среди которых об-
наруживаются островки жировых клеток (рис. 1). 
В тимусе большинства крыс наблюдалось выражен-
ное снижение содержания лимфоцитов в корковом 
веществе (рис. 2). В селезенке после применения ГК, 
как и после ГД, несколько уменьшены площадь крас-
ной пульпы и количество ядросодержащих клеток 
в ней, причем в некоторых зонах хорошо были видны 
ретикулярные клетки. В сердце, в миокарде левого 
желудочка у большинства грызунов после примене-
ния ГК, как и после применения ГД, среди кардио-
миоцитов выявлены немногочисленные участки 
измененных набухших кардиомиоцитов с повышен-
ной окраской эозином и слабовыраженной попереч-
нополосатой исчерченностью (очаги гипоксии). 
В слизистой оболочке железистого отдела желудка 
у отдельных крыс после применения ГК и ГД отме-
чены участки деструкции поверхностного призмати-
ческого эпителия, а у единичных самцов в фундальных 
железах – деструкция и вакуолизация цитоплазмы 
париетальных клеток. В тонком кишечнике (в две-
надцатиперстной или тощей кишке) некоторых крыс 
после применения ГК и ГД в апикальной зоне ворси-
нок выявлены десквамация энтероцитов, некроз, 
а также воспалительная инфильтрация и отек стромы 
ворсинок (рис. 3). В почках самцов после применения 
ГК, как и после применения ГД, в прямых канальцах 
и собирательных трубочках мозгового вещества обна-
руживались комочки погибшего десквамированного 
эпителия (рис. 4). В мозговом веществе у 1 крысы 
после применения ГК обнаружен очаг фиброза, а по-
сле применения ГД у 1 грызуна выявлены киста 
и участок фиброза. В корковом веществе почек у от-
дельных крыс находили вакуолизацию цитоплазмы 
некоторых клеток эпителия извитых канальцев. 
Учитывая изложенное, можно видеть, что при высокой 

рис. 1. Морфологические изменения в костном мозге крыс на 3-и сутки после применения гидроксикарбамида и гидреа в суммарной дозе 
3000 мг / кг: а – после применения 1 % крахмального клейстера (контрольная группа): высокая плотность содержания кроветворных кле-
ток; б – после применения гидроксикарбамида: уменьшенное содержание и некоторая деструкция кроветворных клеток; в – после приме-
нения гидреа: уменьшенное содержание и некоторая деструкция кроветворных клеток, повышенное число жировых клеток. Окраска гема-
токсилином и эозином, ×400

Fig. 1. Morphological changes in the rat bone marrow on day 3 after hydroxycarbamide and hydrea application with total dose of 3000 mg / kg: а – after 
application of 1 % starch paste (control group): high density of hematopoietic cells; б – after application of hydroxycarbamide: decreased number and 
some destruction of hematopoietic cells; в – after hydrea application: decreased number and some destruction of hematopoietic cells, increased number 
of fat cells. Hematoxylin and eosin staining, ×400
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рис. 2. Морфологические изменения в тимусе крыс на 3-и сутки после применения гидроксикарбамида и гидреа в суммарной дозе 3000 мг / кг: 
а – после применения 1 % крахмального клейстера (контрольная группа): высокое содержание лимфоцитов в корковом веществе; б – после 
применения гидроксикарбамида: выраженное снижение содержания лимфоцитов в корковом веществе (гипоплазия лимфоцитов); в – после 
применения гидреа: выраженное снижение содержания лимфоцитов в корковом веществе (гипоплазия лимфоцитов). Окраска гематоксили-
ном и эозином, ×100

Fig. 2. Morphological changes in the rat thymus on day 3 after hydroxycarbamide and hydrea application with total dose of 3000 mg / kg: а – after appli-
cation of 1 % starch paste (control group): high numbers of lymphocytes in the cortex; б – after application of hydroxycarbamide: pronounced decrease 
in lymphocytes in the cortex (lymphocyte hypoplasia); в – after hydrea application: pronounced decrease in lymphocytes in the cortex (lymphocyte hypo-
plasia); hematoxylin and eosin staining, ×100

рис. 3. Морфологические изменения в тонком кишечнике крыс на 3-и сутки после применения гидроксикарбамида и гидреа в суммарной дозе 
1500 мг / кг: а – после применения 1 % крахмального клейстера (контроль): неизмененные ворсинки слизистой оболочки двенадцатиперстной 
кишки; б – после применения гидроксикарбамида: участок слизистой оболочки тонкой кишки с деструктивными, некротическими и воспа-
лительными изменениями апикальной зоны ворсинок; в – после применения гидреа: участок слизистой оболочки тонкой кишки с деструк-
тивными, некротическими и воспалительными изменениями апикальной зоны ворсинок. Окраска гематоксилином и эозином, ×400

Fig. 3. Morphological changes in the rat small intestine on day 3 after hydroxycarbamide and hydrea application with total dose of 1500 mg / kg: а – after 
application of 1 % starch paste (control): unchanged villi of the duodenal mucosa; б – after application of hydroxycarbamide: a fragment of the duodenal 
mucosa with destructive, necrotic and inflammatory changes in the apical part of the villi; в – after hydrea application: a fragment of the duodenal mu-
cosa with destructive, necrotic and inflammatory changes in the apical part of the villi; hematoxylin and eosin staining, ×400

рис. 4. Морфологические изменения в почках крыс на 3-и сутки после применения гидроксикарбамида и гидреа в суммарной дозе 3000 мг / кг: 
а – после применения 1 % крахмального клейстера (контроль): участок мозгового вещества – просветы собирательных трубочек и прямых 
канальцев свободны; б – после применения гидроксикарбамида: в просвете некоторых собирательных трубочек и прямых канальцев – десква-
мированный погибший эпителий («цилиндры»); в – после применения гидреа: в просвете некоторых собирательных трубочек и прямых ка-
нальцев – десквамированный погибший эпителий («цилиндры»). Окраска гематоксилином и эозином, ×400

Fig. 4. Morphological changes in the rat kidney on day 3 after hydroxycarbamide and hydrea application with total dose of 3000 mg / kg: а – after appli-
cation of 1 % starch paste (control): fragment of the medulla – lumens of the collector and straight tubules are empty; б – after application of hydroxy-
carbamide: desquamated dead epithelium (“cylinders”) in the lumen of some collector and straight tubules; в – after hydrea application: desquamated 
dead epithelium (“cylinders”) in the lumen of some collector and straight tubules; hematoxylin and eosin staining, ×400
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суммарной дозе 3000 мг / кг, соответствующей 2 МПД, 
оба препарата вызвали сходные изменения в оди-
наковых органах животных. Наиболее выраженные 
и четкие изменения отмечены в тимусе, костном моз-
ге, селезенке, желудке, тонкой кишке, менее выражен-
ные – в сердце и почках.

При гистологическом исследовании внутренних 
органов крыс на 3-и сутки после окончания приме-
нения ГК и ГД в суммарной дозе 1500 мг / кг мор-
фологические изменения отмечены у отдельных 
животных в тимусе (в виде умеренной гипоплазии 
корковой зоны) и в почках (в виде десквамирован-
ного эпителия в прямых канальцах мозгового веще-
ства и вакуолизации цитоплазмы некоторых клеток 
эпителия извитых канальцев коркового вещества). 
Кроме того, у некоторых крыс после применения 
ГК, как и после ГД, в слизистой оболочке желези-
стого желудка от мечены участки разрыхления, отека 
и деструкции покровного призматического эпите-
лия, а в двенадцатиперстной и тощей кишке наблю-
дались деструктивные и воспалительные изменения 
ворсинок.

Следует отметить, что после применения ГК 
в суммарной дозе 1500 мг / кг изменения в костном 
мозге, селезенке и сердце, отмеченные при приме-
нении суммарной дозы 3000 мг / кг (2 МПД), не на-
блюдались, тогда как после применения ГД в этой же 
дозе у отдельных крыс в костном мозге отмечена 
умеренная гипоплазия гемопоэтических клеток, 
а в селезенке (в красной пульпе) – некоторое сниже-
ние содержания ядросодержащих клеток. На осно-
вании изложенного можно сделать вывод, что оба 
препарата при применении суммарной дозы 
1500 мг / кг, соответствующей МПД, оказали сходное 
действие на тимус, желудок и тонкую кишку крыс. 

Но ГК в отличие от ГД не вызвал изменений в кост-
ном мозге, селезенке и сердце животных.

При применении ГК и ГД в суммарной дозе 
750 мг / кг (1 / 2 МПД) макроскопическая и гистоло-
гическая картина во внутренних органах животных 
практически не отличалась от контрольной группы.

На 30-е сутки после окончания перорального 
применения ГК и ГД в суммарных дозах 3000, 1500 
и 750 мг / кг макроскопические изменения внутрен-
них органов не наблюдались, как и у самцов кон-
трольной группы.

Гистологическое исследование на 30-е сутки после 
введения ГК и ГД в суммарных дозах 3000 и 1500 мг / кг 
показало, что изменения в тимусе, костном мозге, 
селезенке и железистом желудке крыс полностью 
исчезали, морфологическая картина в этих органах 
соответствовала контрольной группе. В двенадцати-
перстной и в тощей кишке у некоторых крыс отмече-
ны признаки остаточных воспалительных и атрофи-
ческих изменений в виде укорочения и расширения 
ворсинок. Кроме того, в этот срок в семенниках 
большинства самцов, получивших ГК и ГД в суммар-
ных дозах 3000 и 1500 мг / кг, обнаружены срезы се-
менных канальцев с атрофированным (сильно реду-
цированным) сперматогенным эпителием и пустым 
просветом семенного канальца (рис. 5). В почках 
отдельных крыс после применения ГК и ГД в сум-
марных дозах 3000 и 1500 мг / кг отмечали некоторые 
изменения в мозговом веществе: в просвете некото-
рых прямых канальцев и собирательных трубочек 
наблюдали гомогенные или зернистые цилиндры. 
А после окончания применения ГК в суммарной до-
зе 3000 мг / кг, кроме того, у 2 крыс в корковом веще-
стве вблизи клубочков обнаружены признаки воспа-
ления в виде мелких одиночных воспалительных 

рис. 5. Морфологические изменения в семенниках крыс на 30-е сутки после применения гидроксикарбамида и гидреа в суммарной дозе 
3000 мг / кг: а – после применения 1 % крахмального клейстера (контроль): в срезах семенных канальцев – клетки сперматогенного эпителия 
на разных стадиях сперматогенеза; б – после применения гидроксикарбамида: среди срезов с неповрежденным сперматогенным эпителием видны 
срезы с повреждением и атрофией клеток сперматогенного эпителия; в – после применения гидреа: среди срезов с неповрежденным сперматоген-
ным эпителием видны срезы с повреждением и атрофией клеток сперматогенного эпителия. Окраска гематоксилином и эозином, ×100

Fig. 5. Morphological changes in the rat testis on day 3 after hydroxycarbamide and hydrea application with total dose of 3000 mg / kg: а – after appli-
cation of 1 % starch paste (control group): in testis sections – spermatogenetic epithelial cells at different stages of spermatogenesis; б – after application 
of hydroxycarbamide: among sections with undamaged spermatogenetic epithelium are sections with damaged and atrophied spermatogenetic epithelial 
cells; в – after hydrea application: among sections with undamaged spermatogenetic epithelium are sections with damaged and atrophied spermatogenetic 
epithelial cells; hematoxylin and eosin staining, ×100
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инфильтратов из мононуклеаров. В сердце единич-
ных самцов, в миокарде левого желудочка после 
применения ГК и ГД в суммарной дозе 3000 мг / кг 
отмечены небольшие очаги измененных набухших 
кардиомиоцитов, а после применения ГК в суммар-
ной дозе 1500 мг / кг, кроме того, вблизи поврежден-
ных кардиомиоцитов обнаружен мононуклеарный 
инфильтрат.

Таким образом, можно утверждать, что на 30-е сут-
ки после применения ГК, как и ГД, в дозах 3000 
и 1500 мг / кг оба препарата обнаруживают сходные 
изменения в семенниках, показывают их полную обра-
тимость в тимусе, костном мозге и селезенке, остаточ-
ные изменения в почках и тонком кишечнике, несиль-
но выраженные очаговые изменения в мио карде.

Сравнение результатов морфологических прояв-
лений токсичности ГД и ГК в нашем исследовании 
с данными результатов других исследований токсич-
ности производных гидроксимочевин, проведенных 

на грызунах, показало, что мишенями повреждаю-
щего действия обоих сравниваемых препаратов яв-
ляются одни и те же органы: тимус, костный мозг, 
селезенка, семенники, желудок и тонкий кишечник. 
Но, кроме перечисленных органов, в исследованиях, 
представленных в разных источниках литературы, 
изменения наблюдались и в других органах крыс: 
в печени и легких. Суммарные дозы препаратов были 
либо выше суммарных доз, которые использовались 
в нашем исследовании, либо применение препаратов 
было более длительным (не менее 10 дней) [3–5].

Заключение
Отечественный воспроизведенный препарат ГК 

при 5-кратном ежедневном пероральном примене-
нии в суммарных дозах 3000, 1500 и 750 мг / кг по па-
томорфологическим критериям оценки влияния 
на внутренние органы крыс оказался в целом иден-
тичным препарату сравнения – ГД (Италия).
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Цель исследования – изучение фенольных соединений сухого экстракта сбора одуванчика лекарственного травы и лопуха 
большого листа.
Материалы и методы . Разделение и идентификацию фенольных соединений изучаемого экстракта проводили методами 
тонкослойной хроматографии и высокоэффективной жидкостной хроматографии с УФ-детектированием.
Результаты . В результате исследований установлено, что оптимальной для разделения фенольных соединений методом 
тонкослойной хроматографии является система этилацетат – кислота муравьиная – вода (10:2:3). На хроматограмме 
обнаруживаются 4 зоны адсорбции, по положению и флуоресценции в ультрафиолетовом свете соответствующие флавоно-
идам группы флавона и фенолокислотам (хлорогеновая и кофейная кислоты). Для дальнейшей идентификации фенольных 
соединений использовали метод высокоэффективной жидкостной хроматографии. В ходе работы обнаружено 8 пиков, ко-
торые по временам удерживания и спектральным характеристикам соответствуют фенологликозидам, хлорогеновой 
кислоте, производным кофейной кислоты, феруловой кислоты, умбеллиферона.
Заключение . Установлено, что экстракт сбора одуванчика лекарственного травы и лопуха большого листа сухой содержит 
гидроксикоричные кислоты и их производные, соединения кумариновой природы, фенологликозиды.

Ключевые слова: фенольные соединения, тонкослойная хроматография, высокоэффективная жидкостная хроматография, 
экстракт сбора одуванчика лекарственного травы и лопуха большого листа сухой
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IdENTIFICaTION OF PhENOlIC COMPOuNdS OF dRy EXTRaCT OF daNdElION hERB 
aNd laRGE BuRdOCK lEaF TEa

L . M . Fedoseeva, Yu . I . Chistova

Altai State Medical University of the Ministry of Health of Russia; 40 Prospekt Lenina, Barnaul 656038, Russia

The purpose of this work is to study of phenolic compounds in the dry extract of dandelion herb and large burdock leaf tea.
Materials and methods . The separation and identification of phenolic compounds of dry extract of dandelion herb and large burdock 
leaf tea by thin-layer chromatography and high-performance liquid chromatography with UV-detectionhas been carried out.
Results . As a result of research, it has been established that during TLC the optimal system for the separation of phenolic compounds is 
the ethyl acetate – formic acid – water system (10:2:3). On the chromatogram four spots were found corresponding to the value of Rf and 
 fluorescence in UV-light to flavonoids of the flavone group and phenolic acids (chlorogenic and caffeic acids). For further identification 
of phenolic compounds using HPLC, eight peaks were found, which in terms of retention time and spectral characteristics correspond 
to phenologlycosides, chlorogenic acid, caffeic acid derivatives, ferulic acid, umbelliferone.
Conclusions . Thus, the dry extract of dandelion herb and large burdock leaf tea contains hydroxycinnamic acids and their derivatives, 
compounds of coumarin nature, phenologlycosides.

Key words: phenolic compounds, thin-layer chromatography, high-performance liquid chromatography, dry extract of dandelion herb 
and large burdock leaf tea

Введение
Нами разработана технология получения экс-

тракта сбора одуванчика лекарственного травы и ло-

пуха большого листа сухого методом ремацерации. 
Экстрагент – вода очищенная, соотношение «сырье: 
экстрагент» – 1:10. Одним из этапов исследования 
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лекарственных препаратов из растительного сырья 
является изучение качественного состава основных 
групп биологически активных веществ. В ходе про-
веденных химических реакций установлено наличие 
флавоноидов групп флавона и флавонола, гидроли-
зуемых и конденсированных дубильных веществ, 
полисахаридов [1]. При изучении специфической 
активности экстракта сбора одуванчика лекарствен-
ного травы и лопуха большого листа сухого доказан 
его диуретический эффект, что можно объяснить 
входящими в состав соединениями фенольной при-
роды [2]. Однако одним из недостатков сухих экс-
трактов является высокая гигроскопичность, вслед-
ствие чего ухудшается их сыпучесть, снижается 
качество. По этой причине мы планируем разрабо-
тать лекарственную форму с экстрактом сбора сухим 
в виде твердых капсул.

Цель исследования – изучение фенольных соеди-
нений в экстракте сбора одуванчика лекарственного 
травы и лопуха большого листа сухом физико-хими-
ческими методами.

Материалы и методы
Объект исследования – экстракт сбора одуван-

чика лекарственного травы и лопуха большого листа 
сухой.

Для разделения и идентификации фенольных 
соединений экстракта использовали методы тон-
кослойной хроматографии и высокоэффективной 
жидкостной хроматографии.

В ходе исследования 0,2 г экстракта растворяли 
в 5,0 мл 70 % этилового спирта, затем фильтровали 
через бумажный фильтр (синяя лента, ООО «Бавер»), 
по 5 мкл фильтрата наносили на хроматографические 
пластинки Sorbfil (силикагель, ПТСХ-УФ). Хрома-
тографическое исследование проводили с использо-
ванием 6 систем растворителей: н-бутанол–кислота 
уксусная ледяная–вода (4:1:1 и 4:1:2), этилацетат–
кислота уксусная ледяная–вода (7:1:2), этилацетат–
кислота муравьиная–вода (10:2:3), этилацетат–кис-
лота муравьиная–кислота уксусная ледяная–вода 
(100:11:11:26), хлороформ–спирт этиловый 96 %–во-
да (26:16:3) [3–7].

В качестве стандартных образцов использовали 
0,1 % спиртовые растворы рутина (каталожный но-
мер R5143), лютеолина (L9283), кверцетина (Q4951), 
кверцитрина (83388), нарингенина (N5893), ориен-
тина (O9765), хлорогеновой кислоты (С3878), кофей-
ной кислоты (С0625), феруловой кислоты (PHR1791), 
π-кумаровой кислоты (C9008), приобретенных в ком-
пании ООО «Сигма-Алдрич Рус». После хроматогра-
фирования пластинки высушивали при комнатной 
температуре на воздухе до исчезновения запаха рас-
творителей и просматривали в дневном и ультрафи-
олетовом свете до и после обработки хромогенными 

реактивами (1 % спиртовой раствор алюминия (III) 
хлорида, пары аммиака).

Фиксировали изменения окраски зон адсорбции 
в исследуемых пробах и сравнивали их окраску и по-
ложение (величину Rf) с соответствующими зонами 
адсорбции в пробах стандартных образцов. Опреде-
ление проводили в 5 повторностях.

Последующее разделение и идентификацию фе-
нольных соединений спиртового раствора экстракта 
проводили методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии на микроколоночном жидкостном 
хроматографе «Милихром А-02» (ЭкоНова, Россия) 
с ультрафиолетовым детектором. Условия хроматогра-
фирования: колонка ProntoSIL 120–5-C18 AQ, 2,0 × 
75 мм. Элюент А – раствор трифторуксусной кислоты 
водный 0,01 %, элюент Б – 100 % ацетонитрил. Ско-
рость подачи элюента – 100 мкл / мин, объем пробы – 
2 мкл, температура колонки – 35 °С; градиент 5–55 % 
элюента Б за 30 мин. Детектирование осуществляли при 
длинах волн 220, 254, 268, 300, 324, 330 и 360 нм. Соеди-
нения идентифицировали по временам удерживания 
(τ, мин) и спектральным характеристикам (λ

max
, нм), 

сравнивая их с аналогичными характеристиками 
стандартных образцов и данными литературы [8, 9].

Результаты и обсуждение
В ходе предварительных исследований установи-

ли, что для разделения фенольных соединений ме-
тодом тонкослойной хроматографии оптимальной 
системой растворителей является этилацетат – кис-
лота муравьиная – вода (10:2:3).

В результате исследования на хроматограмме 
обнаружены 4 пятна с желтой и голубой флуоресцен-
цией, что характерно для флавоноидов группы фла-
вона и фенолокислот. По значению Rf и цвету зон 
адсорбции до и после обработки хромогенными ре-
активами в дневном и ультрафиолетовом свете иден-
тифицированы кофейная (Rf = 0,66) и хлорогеновая 
(Rf = 0,81) кислоты (табл. 1).

Для дальнейшей идентификации фенольных 
соединений использовали метод высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии.

В результате эксперимента на хроматограмме 
спиртового раствора экстракта зарегистрировано 
8 пиков. В процессе исследования снимали элек-
тронные спектры поглощения индивидуальных ве-
ществ, соответствующих пикам на хроматограмме. 
Идентификацию индивидуальных веществ проводи-
ли по временам удерживания (τ, мин) и спектраль-
ным характеристикам (λ

max
, нм) в сравнении с анало-

гичными характеристиками стандартных образцов 
или данными литературы [8, 9].

Установлено, что спиртовой раствор экстракта 
содержит хлорогеновую кислоту, фенологликозиды, 
производные кофейной и феруловой кислоты, 
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таблица 1. Результаты тонкослойной хроматографии экстракта сбора одуванчика лекарственного травы и лопуха большого листа сухого 
в системе растворителей этилацетат – кислота муравьиная – вода (10:2:3)

Table 1. Results of thin-layer chromatography of common dandelion and dried greater burdock extracts in the system of solvents ethyl acetate – formic 
acid – water (10:2:3)

исследуемый 
образец 

Studied sample
Rf УФ-свет 

uV light

окрашивание после детектирования 
Staining after detection

идентифицированное 
 соединение 

Identified compound

alCl3 раствор спиртовой 1 % 
1 % alcohol solution of alCl3

аммиака пары 
ammonia fumes

видимый 
свет 

Visible light

УФ-свет 
uV light

видимый свет 
Visible light

УФ-свет 
uV light

Экстракт сбора: 
Extract:
пятно 1 
blot 1

0,55 ± 
0,03

Желтое 
Yellow

Желтое 
Yellow

Желто- 
зеленое 

Greenish yellow

Желто-корич-
невое 

Brownish yellow

Серое 
Grey

Флавоноид группы 
флавона 

Flavone type flavonoid

пятно 2 
blot 2

0,66 ± 
0,02

Голубое 
Blue

 – Серо-зеленое 
Greyish green

 – Голубое 
Blue

Кофейная кислота 
Caffeic acid

пятно 3 
blot 3

0,72 ± 
0,03

Желтое 
Yellow

Желтое 
Yellow

Желто-зеле-
ное 

Greenish yellow

Желтое 
Yellow

Серое 
Grey

Флавоноид группы 
флавона 

Flavone type flavonoid

пятно 4 
blot 4

0,81 ± 
0,02

Голубое 
Blue

 – Серо-зеленое 
Greyish green

Желто-зеленое 
Greenish yellow

Голубое 
Blue

Хлорогеновая кислота 
Chlorogenic acid

Примечание . УФ – ультрафиолетовый . 
Note . UV – ultraviolet.

таблица 2. Результаты идентификации фенольных соединений спиртового раствора экстракта сбора одуванчика лекарственного травы 
и лопуха большого листа сухого методом высокоэффективной жидкостной хроматографии

Table 2. Results of identification of phenolic compounds in alcohol solution of common dandelion and dried greater burdock extracts using high-
performance liquid chromatography

№ пика, п / п 
Peak No.

время удерживания, мин 
Retention time, min

максимум поглощения, нм 
Maximum absorption, nm

идентифицированное соединение 
Identified compound

1 4,9 300 Фенологликозид 
Phenolic glycoside

2 8,7 216, 230 пл.,* 290 пл., 324 
216, 230 sh*, 290 sh, 324

Производное феруловой кислоты 
Derivative of ferulic acid

3 10,6 218, 235 пл., 297 пл., 330 
218, 235 sh, 297 sh, 330

Хлорогеновая кислота 
Chlorogenic acid

4 13,4 218, 230 пл., 295 пл., 329 
218, 230 sh, 295 sh, 329

Производное кофейной кислоты 
Derivative of caffeic acid

5 14,8 320 Фенологликозид 
Phenolic glycoside

6 15,3 209 пл.; 229 пл., 292, 325 
209 sh; 229 sh, 292, 325 Производное умбеллиферона 

Derivative of umbelliferone
7 16,1 290, 328

8 16,9 212, 230 пл., 290, 330 
212, 230 sh, 290, 330

Производное кофейной кислоты 
Derivative of caffeic acid

Стандартные образцы 
Standard samples

1 10,6 218, 235 пл., 297 пл., 330 
218, 235 sh, 297 sh, 330

Хлорогеновая кислота 
Chlorogenic acid

2 12,0 217, 242, 298 пл., 328 
217, 242, 298 sh, 328

Кофейная кислота 
Caffeic acid

3 15,0 218, 234, 293 пл., 323 
218, 234, 293 sh, 323

Феруловая кислота 
Ferulic acid

*Пл. – плечо. 
*Sh – shoulder.
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Хроматограмма и спектры индивидуальных веществ спиртового раствора экстракта сбора травы одуванчика лекарственного и листа 
лопуха большого сухого: 1 – фенологликозид; 2 – производное феруловой кислоты; 3 – хлорогеновая кислота; 4 – производное кофейной кис-
лоты; 5 – фенологликозид; 6 – производное умбеллиферона: 7 – производное умбеллиферона; 8 – производное кофейной кислоты

Chromatogram and spectra of individual compounds of alcohol solutions of common dandelion and dried greater burdock: 1 – phenolic glycoside; 2 – 
derivative of ferulic acid; 3 – chlorogenic acid; 4 – derivative of caffeic acid; 5 – phenolic glycoside; 6 – derivative of umbelliferone; 7 – derivative 
of umbelliferone; 8 – derivative of caffeic acid
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умбеллиферона. Результаты представлены в табл. 2 
и на рисунке.

Таким образом, в результате высокоэффективной 
жидкостной хроматографии удалось идентифициро-
вать гидроксикоричные кислоты и их производные, 
соединения кумариновой природы, фенологликозиды.

Заключение
Для разделения и идентификации фенольных 

соединений экстракта сбора методом тонкослойной 

хроматографии использовали систему растворите-
лей этилацетат – кислота муравьиная – вода 
(10:2:3). Применение данной системы позволяет 
обнаружить 4 зоны адсорбции с желтой и голубой 
флуоресценцией в ультрафиолетовом свете со зна-
чениями Rf = 0,55, 0,72 и Rf = 0,66, 0,81 соответ-
ственно. Желтая флуоресценция характерна 
для флавоноидов группы флавона. Пятна с голубой 
флуоресценцией идентифицированы как кофейная 
и хлорогеновая кислоты. В результате идентификации 
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олеГУ николаевичУ чУПаХинУ – 85 лет

9 июня 2019  года исполняется 85  лет 
со  дня рождения академика Олега 
 Николаевича Чупахина, основателя но­
вого научного направления – нуклео­
фильное ароматическое замещение 
водорода, которое включено в  совре­
менные отечественные и  зарубежные 
учебники, и создателя известной в Рос­
сии и  за  рубежом научной школы 
по  органической химии. О. Н.  Чупахи­
ным проведены имеющие мировой 
приоритет систематические исследова­
ния реакций С­Н­функционализации. 
Эта тематика служит основой создания 
экологически чистых, так называемых 
зеленых технологий. С  использова­
нием этой методологии разработаны 
оригинальные, принципиально новые 
синтетические методы построения раз­
нообразных органических соединений, 
предназначенных для создания лекар­
ственных препаратов и новых матери­
алов. Помимо этого, в последние 15 лет 
О. Н. Чупахин занимается химией фтор­
содержащих соединений, в  том числе 
гетероциклических, а  также химиче­
скими аспектами охраны окружающей 
среды.

О. Н. Чупахин успешно работает в обла­
сти создания лекарственных веществ: 
им вместе с  сотрудниками открыта 
 новая группа противовирусных препа­
ратов широкого спектра действия. Пре­
парат триазавирин из этой группы про­
шел полные клинические испытания, 
зарегистрирован в 2014 г. в Госреестре 
лекарственных средств РФ и  реализу­
ется через аптечную сеть. Разработаны 

технологии антибактериального пре­
парата пефлоксацин, технология энан­
тиомерно чистого левофлоксацина  – 
бактерицидного препарата с  широким 
антимикробным спектром действия, 
создана технологическая база, сред­
ство для лечения воспалительных сто­
матологических заболеваний силати­
вит (завершена I фаза клинических 
испытаний).

О. Н.  Чупахин ведет большую научно­ 
педагогическую работу в  качестве 
профессора кафедры органической 
и  биомолекулярной химии Химико­ 
технологического института Уральско­
го федерального университета им. пер­
вого Президента России  Б. Н.  Ельцина, 
является Соросовским профессором. 
Его работы используются при  чтении 
курсов в  МГУ, Ростовском, Новосибир­
ском и других госуниверситетах, вклю­
чены в  учебники. Он автор и  соавтор 
свыше 600 научных работ, в том числе 
10 монографий, автор и соавтор более 
200 авторских свидетельств и  патен­

тов. Большое внимание им уделяется 
подготовке кадров высшей квалифика­
ции. Среди его учеников 13 докторов 
наук и  49 кандидатов. Учениками 
О. Н.  Чупахина являются академик 
В. Н. Чарушин, председатель Уральского 
отделения РАН, члены­корреспонден­
ты РАН В. Л. Русинов и В. И. Салоутин.

О. Н. Чупахин – председатель специали­
зированного совета по защите диссер­
таций, председатель Объединенного 
ученого совета Уральского отделения 
РАН по химическим наукам, руководи­
тель раздела «Здоровье населения» 
региональной научно­технической  про­
граммы «Урал», председатель Ураль­
ского отделения и  член президиума 
правления Российского химического 
общества им. Д. И.  Менделеева, член 
экспертного совета РФФИ, член На­
ционального комитета российских хи­
миков, редколлегии «Журнала орга­
нической химии», журналов «Химия 
гетероциклических соединений», «Хи­
мия твердого топлива», «Макрогетеро­
циклы», член научного совета Прези­
диума РАН «Фундаментальные науки – 
 медицине», член Международного со­
юза антивирусных соединений, член 
Межведомственного научного совета 
по конвенционным проблемам хи­
мического и биологического оружия. 
На протяжении 20 лет О. Н. Чупахин яв­
ляется бессменным президентом об­
ластного Центра благотворительных 
фондов и организаций.

О. Н.  Чупахин – лауреат Государствен­
ной премии РФ в  области науки и  тех­
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Редакция «Российского биотерапевтического журнала» искренне поздравляет Олега Николаевича с 85-летием 
и желает ему крепкого здоровья и благополучия!

нологий 2011  г., премии Совета Мини­
стров СССР (1990), Демидовской премии 
(2007), премии Всесоюзного химиче­
ского общества им. Д. М.  Менделеева 
(1986), премии Международного ака­
демического издательства «Наука» 
(1998, 2008), премии им. И. Я.  Постов­
ского Уральского отделения РАН (2004), 
премии им. Н. Д. Зелинского РАН (2005), 
международной премии Prix Galien 

Russia (в категории «Лучшее исследова­
ние в  России», 2016), лауреат конкурса 
Фонда содействия отечественной науке 
в номинации «Выдающиеся ученые РАН» 
(2007), награжден Орденом Дружбы 
(1995), Орденом Почета (2003), медалью 
«За полезное» (2007), Почетным знаком 
«За  заслуги перед городом Екатерин­
бургом» (2009), Знаком отличия «За за­
слуги перед Свердловской областью» 

II  степени (2011), Золотой медалью 
им.  академика С. В.  Вонсовского Ураль­
ского отделения РАН (2012), медалью 
им. И. Я. Постовского (2015). О. Н. Чупахи­
ну присвоено звание Почетного доктора 
Ростовского госуниверситета (2004), 
 Почетного профессора УГТУ­УПИ (2004) 
и Санкт­Петербургского технологическо­
го университета (2011), Почетного граж­
данина города Екатеринбурга (2009).
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