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Резюме. В данной работе исследованы антиоксидантная активность и рассмотрены эффекты 
гесперетина, его основания Шиффа с изониазидом (HIN) и комплекса с ионами меди (II) (CuHIN) 
на активность белков множественной лекарственной устойчивости (МЛУ) в клеточных линиях, 
а также выявлена их антиоксидантная активность. Производное гесперетина (HIN) оказывает силь-
ный ингибирующий эффект на активность МЛУ белков при концентрации 5 мкМ и обладает зна-
чительной антиоксидантной активностью в отношении к свободному радикалу DPPH• по сравне-
нию с гесперетином. Введение в структуру основания Шиффа ионов меди приводит к незначитель-
ному стимулирующему действию на активность МЛУ белков в клеточных линиях. Способность 
основания Шиффа гесперетина (HIN) ингибировать активность МЛУ белков может иметь потен-
циал в разработке противоопухолевых и антимикробных лекарств низкой токсичности.

Введение. АBC-транспортеры — это группа белков, которая осуществляет как импорт, 
так и экспорт широкого ряда компонентов в эукариотических клетках [1]. С одной стороны, 
АВС-транспортеры обеспечивают поддержание сбалансированного метаболизма клетки, с дру-
гой — некоторые из них участвуют в реализации механизма множественной лекарственной 
устойчивости (МЛУ), что снижает эффективность лекарственной терапии [2]. 

В АВС-белках человека присутствуют трансмембранные домены (TMDs) и нуклеотид-
связывающие домены (NBDs), которые входят в структуру активного центра белка, в котором 
и происходит связывание молекулы АТФ и ее гидролиз. Домены могут существовать в разных 
комбинациях, а именно — в «прямом» порядке TMD1-NBD1-TMD2-NBD2, но также могут 
быть в «обратном порядке» — NBD1-TMD1-NBD1-TMD2. При этом АВС белки могут быть 
представлены в виде полноразмерных (TMD6-NBD)2 или (NBD-TMD6)2 или половинчатых 
транспортеров (TMD6-NBD), а также у них могут отсутствовать отдельные домены (TMD, NBD 
или NBD2) [4]. 

В настоящее время были разработаны различные модуляторы МЛУ-белков (P-гликопроте-
ина, MRP1 и BCRP), которые могут ингибировать их активность. Среди них оказались производ-
ные хинакрина, фенотиазина, резерпин, феноксазин, колхицин, верапамил, пренилцистеин, про-
пафенон, стауроспорин или пептиды [3, 4]. Для большинства из этих ингибиторов характерны 
три общих параметра: гидрофобность, большую молекулярную массу и положительно заряжен-
ный атом азота при нейтральном рН [5]. Клинические исследования данных препаратов выявили 
высокую токсичность в тех концентрациях, которые приводили к реверсии МЛУ. В связи с этим 
поиск новых соединений-ингибиторов активности МЛУ-белков, которые не обладали бы цито-
токсичностью, сохраняет свою актуальность. [6, 7]. Одними из таких перспективных соединений 
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являются полифенольные соединения — флавоноиды. Известно, что флавоноиды обладают ря-
дом полезных свойств для здоровья человека, а именно проявляют антиоксидантные, противови-
русные, противораковые свойства.  Предполагается, что они способны действовать как на АТФ-
связывающий домен, так и на трансмембранные домены МЛУ-белков путем аккумулирования 
в гидрофобной части липидного бислоя мембран [8]. В то же время известно, что структурные 
изменения флавоноидов и других молекул, связанные с модификацией Шиффа, приводят к зна-
чительному усилению антиоксидантной, противомикробной и противоопухолевой активности. 
Например, модификации Шиффа нарингенина приводят к усилению антиоксидантных свойств, 
а гесперетина — антимикробной активности [9]. Ранее было показано, что основание Шиффа 
гесперетина с изониазидом обладает антимикробной активностью по отношению к грамотри-
цательным штаммам бактерий семейства Энтеробактерий (Salmonella enteritidis, Salmonella 
typhimurium, Escherichia coli) и  грамположительным штаммам Staphylococcus aureus и Listeria 
monocytogenes [10, 11]. В то же время механизмы, обусловливающие усиление биологической 
активности флавоноидов, в случае модификации Шиффа практически не исследованы.

Помимо активности МЛУ-белков широко обсуждаются и исследуются разнообразные 
факторы (фармакокинетические, метаболические, генетические, клеточные и др.), с которыми 
связывают первичную резистентность или снижение их чувствительности к цитостатикам в про-
цессе лечения при повторных курсах или циклах химиотерапии. Новые представления о роли 
окислительно-восстановительных процессов в регуляции клеточных процессов, появившиеся 
в последние годы, позволили выделить в качестве ключевой характеристики трансформирован-
ных тканей нарушения клеточного и тканевого редокс-гомеостаза [12]. Однако роль редокс-
механизмов в формировании химиорезистентности до сих пор не обоснована и требует даль-
нейших исследований.

В связи с этим целью настоящей работы явилось исследование эффектов флаванона гес-
перетина и его модификации в форме оснований Шиффа с изониазидом и их комплексов с ме-
таллами непосредственно на активность МЛУ-белков и жизнеспособность культур клеточных 
линий HeLa (аденокарцинома шейки матки), С6 (глиобластома), а также оценка антиоксидан-
тных свойств in vitro исследуемых флавоноидов и их модификаций [13, 14].

материалы и методы исследования. Структура и физико-химические свойства HIN и его 
комплекса с медью охарактеризованы с помощью масс-спектроскопии, ядерного магнитного 
резонанса ядер 1H и 13C, инфракрасной спектроскопии и абсорбционной спектрофотометрии 
партнерами из Лодзинского технического университета (Польша).  

Культивирование клеток HeLа и С6 осуществляли в среде DMeM (Sigma Aldrich, США) 
с добавлением 10%-й эмбриональной бычьей сыворотки и гентамицина при температуре +37 °С 
в атмосфере 5%-го СО2. 

Для исследования активности МЛУ-белков использовали метод проточной цитофлуори-
метрии с использованием в качестве флуоресцентного зонда кальцеина-АМ в концентрации 
0,2 мкМ, время инкубации — 30 мин при +37 °С. 

Для определения антиоксидантной активности были использованы флавоноиды в кон-
центрации 5 мкМ, 10 мкМ, 15 мкМ, 25 мкМ.  В качестве системы, генерирующей свободные 
радикалы, использовали 2,2-дифенил-1-пикрилгидразильный радикал (DPPH•) в концентра-
ции 57 мкМ, который содержит неспаренный электрон.

Статистическую обработку результатов осуществляли с применением критерия Стьюден-
та в случае нормального распределения выборки или непараметрического критерия Манна-
Уитни. Нормальность распределения выборки определяли методом Шапиро-Уилка. Различия 
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между средними арифметическими сравниваемых групп принимались достоверными при уров-
не значимости p < 0,05. 

Результаты исследования и их обсуждение. В состав молекулы вновь синтезированного 
соединения HIN входят молекула гесперетина, которая соединена с молекулой изониазида в со-
отношении 1:1. 

В связи с тем что коррекция редокс-свойств опухолевых клеток является перспективным 
подходом для модуляции их химиорезистентности, была проверена антиоксидантная актив-
ность гесперетина, его основания Шиффа (HIN) и комплекса основания Шиффа гесперетина 
с ионами меди (II) (CuHIN) в отношении к свободному радикалу DPPH•. Данные, полученные 
по исследованию антиокидантных свойств флавоноидов, представлены на рис. 1. 

Рисунок 1 — Антиоксидантная активность гесперетина, его основания Шиффа  
с изониазидом (HIN) и комплекса с ионами меди (II) (CuHIN) 

Примечание: АОА — антиоксидантная активность

Из приведенных данных следует, что в диапазоне концентраций от 0 до 25 мкМ, модифи-
кация флаванона гесперетина по типу основания Шиффа с изониазидом (HIN) приводила к уве-
личению антиоксидантной активности в среднем в 3,4 раза по сравнению с гесперетином в кон-
центрации 25 мкМ. Введение ионов меди в состав комплекса оказывало более сильный эффект, 
по сравнению с гесперетином и его модификацией по типу основания Шиффа с изониазидом 
(HIN) в 5,8 и 1,8 раз соответственно. Таким образом, антиоксидантная активность гесперетина 
значительно усиливалась при модификации по типу основания Шиффа и введении ионов меди 
в состав комплекса в результате изменения их химической структуры.

В результате применения ингибиторного анализа нами был определены наличие функци-
ональной активности основных типов МЛУ-белков в исследуемых линиях клеток HeLa и C6 
(рис. 2). 

При применении специфических ингибиторов МЛУ белков (верапамил — ингибитор Р-
гликопротеина, новобиоцин — ингибитор BCRP, МК-571 — ингибитор MRP) было установлено 
наличие трех типов белков в клетках HeLa, тогда как в случае клеток линии С6 присутствует 
только белок BCRP.

При краткосрочном воздействии гесперетина, его основания Шиффа (HIN) и комплекса 
основания Шиффа гесперетина с ионами меди (II) (CuHIN) на клетки линии HeLa, было уста-
новлено, что гесперетин в концентрации 50 мкМ приводит к увеличению уровня флуоресцен-
ции в 3 раза по сравнению с контрольной группой, что связано с ингибированием активности 
МЛУ-белков (рис. 3). При модификации флаванона по типу основания Шиффа (HIN) в концен-
трации 50 мкМ также наблюдалось значительное повышение уровня флуоресценции в 2,3 раза 
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в сравнении с контрольной группой. В свою очередь, гесперетин в концентрации 5 мкМ не 
оказывал влияния на интенсивность флуоресценции зонда в клетках HeLa. 

Рисунок 2 — Уровень функциональной активности белков множественной  
лекарственной устойчивости в клетках HeLa и C6

При исследовании влияния гесперетина, его Шиффового основания и комплекса с метал-
лом на активность белков множественной лекарственной устойчивости в клетках C6 было 
установлено, что исследуемые флавоноиды проявляли такие же эффекты, как в линии клеток 
HeLa. Основание Шиффа гесперетина с изониозидом (HIN) в концентрации 5 мкМ также при-
водило к статистически достоверному повышению интенсивности флуоресценции кальцеина 
в 2,5 раза в клетках по сравнению с контрольной группой. Введение ионов меди в структуру 
оснований Шиффа гесперетина в случае HIN приводило к снижению интенсивности флуорес-
ценции кальцеина в клетках С6 при обеих используемых концентрациях по сравнению с груп-
пой HIN и незначительному повышению по сравнению с контролем (см. рис. 3).

Рисунок 3 — Эффект гесперетина, его основания Шиффа с изониазидом и комплекс  
с ионами меди (II) на кальцеин-зависимую флуоресценцию клеток HeLа и C6

Заключение. Флавоноид гесперетин оказывает сильное ингибирующее воздействие на 
белки МЛУ в концентрации 50 мкМ и 5 мкМ, но обладает незначительной антиоксидантной 
активностью в отношении радикала DPPH•. В то же время модификация гесперетина изоиони-
зидом по типу основания Шиффа не оказывала или незначительно снижала ингибирующий 
эффект гесперетина в отношении МЛУ-белков обеих исследуемых клеточных линий за исклю-
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чением концентрации 5 мкМ, при которой проявлялся значительный ингибирующий эффект 
HIN на активность МЛУ-белков HeLa клеток при сравнении с гесперетином. Введение в струк-
туру молекулы Шиффова основания гесперетина ионов меди приводило к практическому пол-
ному нивелированию ингибирующего эффекта на активность МЛУ-белков при исследовании 
на обеих клеточных культурах. 

Таким образом, высокая антиоксидантная активность и способность оказывать инги-
бирующее действие на активность МЛУ-белков при низких концентрациях обусловливает 
возможность использования основания Шиффа гесперетина с изоионизидом в качестве 
перспективного средства модуляции активности отдельных МЛУ-белков в опухолевых 
клетках.

Научно-исследовательская работа выполнялась при поддержке гранта Белорусского рес-
публиканского фонда фундаментальных исследований (№ М19МС-033 от 02.05.2019), ГР 
№ 20200121.
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REGULATION OF THE MULTIDRUG RESISTANCE PROTEINS ACTIVITY 
USING HESPERETIN SCHIFF BASES

Crechko V.M.1, Cheshchevik V.T.1, Dzeikala A.2, Sykuła A.2,  
Blazinska P.2, Łodyga-Chruścińska E.2

1Polessky State University, Pinsk, Republic of Belarus; 
2 Lodz University of Technology, Lodz, Poland

Summary. In this study, we considered the effect of hesperetin, its Schiff base with isoniazid (HIN) 
and the complex with copper ions (II) (CuHIN) on MDR activity in cells lines, as well as their antioxidant 
activity.

The Schiff base of hesperetin (HIN) had a strong inhibitory effect on MDR activity at a concentration 
of 5 μM and possessed a strong antioxidant activity with respect to free radical DPPH• compared with 
hesperetin. The introduction of copper ions into the Schiff base structure led to a less stimulating effect 
on the activity of MDR proteins in the cell lines. The ability of Schiff base of hesperetin (HIN) to inhibit  
MDR proteins may have the potential to develop low-toxicity antitumor and antimicrobial drugs.
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