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БГУ – столетняя история успеха

УДК 54.057:577.2

ВЛИЯНИЕ ЭМОКСИПИНА НА ЦИТОТОКСИЧНОСТЬ  
МОНОНУКЛЕАРОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ В УСЛОВИЯХ 

КУЛЬТИВИРОВАНИЯ С ЦИТАРАБИНОМ И ЦИКЛОЦИТИДИНОМ

Д. Б. НИЖЕГОРОДОВА1), 2), М. М. ЗАФРАНСКАЯ 1),  
Е. И. КВАСЮК 1), А. Г. СЫСА1)

1)Международный государственный экологический институт им. А. Д. Сахарова БГУ, 
ул. Долгобродская, 23/1, 220070, г. Минск, Беларусь 

2)Белорусская медицинская академия последипломного образования,  
ул. П. Бровки, 3, корп. 3, 220013, г. Минск, Беларусь 

С учетом особой роли окислительного стресса, возрастающего во время химиотерапии опухолей, исследовано влия
ние антиоксиданта эмоксипина на мононуклеары периферической крови в условиях, моделирующих процессы цито
токсического воздействия антиметаболитов ряда модифицированных цитидиновых нуклеозидов по отношению 
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к опухолевой клеточной линии K562. Лимфоидные клетки наряду с этим являлись источником для последующего 
моделирования реакции иммунного ответа на опухоль. Установлено, что ни сами модифицированные нуклеозиды, 
ни их комбинации с эмоксипином не вызывали изменения IL-2-стимулированной цитотоксичности лимфоидных 
клеток по отношению к опухолевой клеточной линии K562. Исследование экспрессии маркера CD107a показало 
значительный стимулирующий эффект 1 мкмоль/л цитарабина на активацию Т-лимфоцитов (CD3+ ) и субпопуля-
цию цитотоксических Т-лимфоцитов (CD3+CD8+ ). 

Ключевые слова: цитарабин; циклоцитидин; окислительный стресс; эмоксипин; цитотоксичность.
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EFFECT OF EMOXIPINE ON CYTOTOXICITY OF PERIPHERAL  
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Taking into account the special role of oxidative stress that increases during cancer chemotherapy, the effect of the 
antioxidant emoxipine on peripheral blood mononuclears was studied under conditions that simulate the cytotoxic effects 
of antimetabolites of a number of modified cytidine nucleosides in relation to the tumor cell line K562. Lymphoid cells 
were also a source for subsequent modelling of the immune response to the cancer. It was found that neither the mo
dified nucleosides themselves nor their combination with emoxipine caused changes in IL-2-stimulated cytotoxicity of 
lymphoid cells in relation to K562 tumor cell line. A study of the expression of the CD107a marker showed a significant 
stimulating effect of 1 µmol/L of citarabine on the activation of subpopulations of T-lymphocytes (CD3+ ) and cytotoxic 
T-lymphocytes (CD3+CD8+ ). 

Keywords: cytarabine; cyclocytidine; oxidative stress; emoxipine; cytotoxicity.
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Republican Fund for Fundamental Researches (grants No. Х18МВ-019, No. М20МС-043).

Введение
В настоящее время модифицированные нуклеозиды и их аналоги широко применяются в качестве 

противовирусных или цитостатических препаратов. Попадая в клетку, такие соединения подвергаются 
ступенчатому фосфорилированию с образованием 5′-трифосфатов нуклеозидов, которые выступают 
субстратами либо ингибиторами ДНК-полимераз в инфицированной или трансформированной клетке. 

Важным аспектом, ограничивающим применение цитостатических препаратов класса модифици-
рованных нуклеозидов, является то, что данные препараты обладают нежелательными побочными 
эффектами из-за возможного воздействия на генетический аппарат клетки-хозяина. В связи с этим 
представляется перспективным поиск веществ или их комбинаций (в частности, с антиоксидантами), 
способствующих снижению интоксикации [1]. 

Проблеме протективного эффекта вводимых во время химиотерапии антиоксидантов в отношении 
нетрансформированных здоровых клеток посвящено большое количество исследований. Однако ввиду 
различий в дизайне исследования, протоколе вмешательства, типе рака, сроках наблюдения, инклю-
зивных критериях, статистическом анализе и схеме химиотерапии возникает неопределенность, по-
зволяющая сделать окончательный вывод о риске снижения контроля опухоли из-за введения дополни-
тельного антиоксиданта во время химиотерапии. Так, в исследованиях in vitro показано, что цитарабин 
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и другие аналоги нуклеозидов на основе цитозина токсичны для опухолевых клеток за счет повышения 
уровня клеточного окислительного стресса  [2]. Напротив, ряд авторов приходят к однозначному за-
ключению, что при одновременном применении антиоксиданты не мешают химиотерапии; усиливают 
цитотоксический эффект химиотерапии; защищают нормальные ткани; повышают выживаемость па-
циентов и терапевтический ответ [3–5].

Однако очень мало известно о том, как комбинации антиметаболитов с антиоксидантами действуют 
на цитотоксические врожденные и адаптивные иммунные клетки, влияет ли токсичность по отноше-
нию к лимфоцитам на их противоопухолевую эффективность. В настоящей работе в условиях in vitro 
исследовано влияние модифицированных нуклеозидов О2,2′-ангидро-1-(β-D-арабинофуранозил)ци-
тозина (циклоцитидин, цикло-Ц) и 1-(β-D-арабинофуранозил)цитозина (цитарабин, ара-Ц) в комбина-
ции с 6-метил-2-этилпиридинолом-3 (эмоксипин) – синтетическим производным 3-гидроксипиридина 
с сильным антиоксидантным действием – на цитотоксичность лимфоидных клеток в кокультуре с опу-
холевой клеточной линией человека K562.

Материалы и методы исследования
Получение циклоцитидина (цикло-Ц) и цитарабина (ара-Ц). Синтез цикло-Ц осуществляли реак

цией взаимодействия природного нуклеозида – цитидина – с хлорангидридом ацетилсалициловой кис-
лоты в  ацетонитриле с  последующим действием соляной кислотой для снятия блокирующих групп 
в промежуточном продукте (рис. 1). Выделенный кристаллический продукт цикло-Ц в виде его гидро
хлорида очищали перекристаллизацией из воды. 

Обработка цикло-Ц раствором гидроксида натрия при комнатной температуре с последующей нейтра
лизацией раствором соляной кислоты приводила к образованию ара-Ц, который выделялся в кристалли-
ческом виде при охлаждении нейтрального раствора. 

Продукт дополнительно очищали перекристаллизацией из воды. Соединения цикло-Ц и ара-Ц по 
всем параметрам совпадали с заведомыми образцами.

Выделение мононуклеаров периферической крови (МПК). Материалом исследования явилась 
периферическая венозная кровь здоровых доноров (n = 15, из них 8 мужчин и 7 женщин), средний воз-
раст которых составил 42,5 (39,0 – 47,5) года.

Периферическую кровь отбирали в стерильные пробирки с гепарином, разводили физиологическим 
раствором в соотношении 1 : 1, наслаивали на градиент плотности Histopaque-1077 (Sigma, Германия) 
и центрифугировали в течение 30 мин при 1500 об/мин и 4 °C. Образовавшееся интерфазное кольцо 
МПК отбирали в стерильные пробирки и дважды отмывали в физиологическом растворе в течение 
10 мин при 1500 об/мин и 4 °C.

Культивирование МПК. Полученные МПК в концентрации 2 ⋅ 105 клеток на лунку культивировали 
в полной питательной среде на основе RPMI-1640 (Bio-Whittaker, США), 10 % эмбриональной телячьей 
сыворотки (Gibco, Германия), 2 ммоль/л L-глютамина (Bio-Whittaker), 1 % антибиотика-антимикотика 
(Gibco) в присутствии цикло-Ц и ара-Ц в концентрациях 1 мкмоль/л или без них (контрольные культу-
ры) в течение 72 ч. Для стимуляции цитотоксичности МПК в кокультуры вводили интерлейкин-2 (IL-2, 
Fluka, Германия) в конечной концентрации 100 МЕ/мл.

Рис. 1. Схема синтеза цикло-Ц (2) и ара-Ц (3) из цитидина (1)
Fig. 1. Scheme for the synthesis of cyclocytidine (2) and cytarabine (3) from cytidine (1)
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Для оценки цитотоксичности к 3-дневной культуре МПК добавляли клетки-мишени – опухоле-
вую клеточную линию человека K562, окрашенную флуоресцентным красителем 6-карбоксифлуо
ресцеина сукцинимидиловым эфиром (CFSE, Fluka), – в соотношении 5 : 1 и культивировали 4 ч. 
В кокультуры, в которых впоследствии оценивалась экспрессия мембранного протеина 1, ассоцииро
ванного с  лизосомами (lysosomal-associated membrane protein  1, LAMP1), также добавляли инги-
битор трансмембранного транспорта брефельдин  А (Fluka) и  моноклональные антитела CD107a 
(R & D Systems, США).

Метод проточной цитофлуориметрии. Процент гибели клеток-мишеней K562 в результате цито
токсичности МПК в  кокультурах определяли путем добавления катионного красителя пропидий 
йодида (PI, Invitrogen, Германия) и идентификации нежизнеспособных клеток опухолевой линии как 
CFSE+ PI+ K562 с использованием проточного цитофлуориметра Cytoflex (Beckman Coulter, США) на 
50 000 событий. Коэффициент стимуляции цитотоксичности рассчитывали как отношение процента 
клеточной гибели K562 в кокультуре с МПК, стимулированными IL-2, к аналогичному показателю 
в кокультуре с нестимулированными МПК.

Фенотипирование МПК осуществляли с  использованием моноклональных антител CD8-FITC, 
CD107а-PE, CD3-APC, CD56-PC7 (R & D Systems, Beckman Coulter), которыми окрашивали пробы в те-
чение 15 мин в темноте. Результаты регистрировали на проточном цитофлуориметре Cytoflex как коли-
чество CD107а-позитивных клеток на 50 000 событий.

Статистический анализ. Cтатистическую обработку данных проводили с применением стандарт-
ного пакета Statistica 8.0 (StаtSoft Inc., США). Для описательной статистики исследуемых групп исполь-
зовали показатели медианы, нижнего и верхнего процентилей (25-й и 75-й процентили). Определение 
достоверных различий между сравниваемыми группами осуществляли непараметрическим критерием 
Вилкоксона. Различия считались статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Для оценки эффектов цикло-Ц, ара-Ц и  их комбинаций с  эмоксипином на спонтанную и  IL-2-

стимулированную цитотоксичность лимфоидных клеток по отношению к опухолевой клеточной линии 
K562 использовали процент погибших клеток K562, детектируемых как CFSE+ PI+ K562. В условиях 
стимуляции IL-2 наблюдалось статистически значимое увеличение эффектов цитотоксичности МПК 
во всех исследуемых культурах.

Показано, что ара-Ц в 2,1 раза ингибирует нестимулированную цитотоксичность МПК ( р < 0,05), 
а его комбинация с эмоксипином на 57,6 % ослабляет данный ингибиторный эффект. В то же время 
цикло-Ц, как и его комбинация с эмоксипином, не влияет на цитотоксичность в условиях эксперимента. 
Оценка эффектов ара-Ц и цикло-Ц и их комбинаций с эмоксипином на IL-2-стимулированную цито-
токсичность МПК не выявила статистически значимых различий, однако прослеживалась тенденция 
ингибиторного эффекта соединений (табл. 1).

Т а б л и ц а  1

Количество нежизнеспособных клеток CFSE+ PI+ K562 в кокультурах  
с нестимулированными и IL-2-стимулированными МПК  

в присутствии модифицированных нуклеозидов и эмоксипина, %

Ta b l e  1

Number of non-viable cells CFSE+ PI+ K562 in cocultures  
with unstimulated and IL-2-stimulated peripheral blood mononuclear cells  

after exposure to cytarabine or cyclocytidine and emoxipine, %

Условия 
культивирования

Спонтанная  
цитотоксичность

IL-2-стимулированная 
цитотоксичность

Контроль 19,7
(15,6 –22,0)

41,1
(40,0 – 43,2)

Ара-Ц 9,2*
(7,0 –10,7)

38,8
(36,2– 42,4)

Цикло-Ц 18,8
(15,2–21,7)

39,9
(38,7– 41,1)

Эмоксипин 19,7
(16,8 –19,9)

38,3
(37,1–39,8)
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Условия 
культивирования

Спонтанная  
цитотоксичность

IL-2-стимулированная 
цитотоксичность

Ара-Ц + эмоксипин 14,5
(5,8–32,9)

39,3
(34,3– 44,1)

Цикло-Ц + эмоксипин 21,5
(15,0 –26,3)

38,4
(35,6 – 42,6)

П р и м е ч а н и е. Клетки в кокультуре инкубировали 4 ч в присутствии флуоресцентного 
красителя CFSE и 1 мкмоль/л цикло-Ц и (или) ара-Ц отдельно либо совместно с 1 мкмоль/л 
эмоксипином. Каждое значение – медиана, 25-й и 75-й процентили погибших клеток K562, 
рассчитанные в процентах от общей популяции клеток; * – достоверное отличие от контроля 
( р < 0,05).

Экспрессия CD107a на лимфоидных клетках в кокультуре с K562 при культивировании с мо-
дифицированными нуклеозидами и  их комбинациями с  эмоксипином в  условиях стимуляции 
IL-2. Метод оценки экспрессии CD107a позволяет измерять цитотоксическую активность на уровне 
клетки в конкретной популяции эффекторных клеток. 

Показано, что экспрессия CD107а статистически значимо увеличивалась на всех лимфоидных по-
пуляциях с потенциальной цитотоксичностью в присутствии K562 (наиболее выражено на НК-клетках: 
39,48 и 1,35 %, р < 0,05) (табл. 2).

Т а б л и ц а  2

Экспрессия CD107a на IL-2-cтимулированных цитотоксических  
лимфоидных клетках, культивируемых в присутствии и отсутствии K562, %

Ta b l e  2

CD107a expression on IL-2-stimulated cytotoxic  
lymphoid cells cultured in the presence and absence of K562, %

Условия  
культивирования

НК-клетки
(CD56+CD107a+ )

Т-клетки
(CD3+CD107a+ )

Цитотоксические Т-клетки
(CD3+CD8+CD107a+ )

МПК (контроль) 1,35
(1,25– 4,93)

0,86
(0,69 –1,62)

0,79
(0,41–1,22)

МПК + K562 39,48*
(38,33– 40,60)

2,11*
(1,29–2,52)

1,78*
(0,92–1,97)

*Достоверное отличие от контроля ( р < 0,05).

На рис. 2 представлены результаты измерения уровня экспрессии CD107a на Т-лимфоцитах (CD3+ ), 
цитотоксических Т-лимфоцитах (CD3+CD8+ ), естественных киллерных клетках (CD56+ ) при культивиро-
вании в кокультуре с клетками K562 отдельно или в присутствии цикло-Ц, ара-Ц и их комбинаций с эмок
сипином. 

Как видно из данных, представленных на рис. 2, добавление ара-Ц статистически значимо усилива-
ло IL-2-cтимулированную экспрессию CD107a на Т-лимфоцитах (CD3+ ) (в 2,1 раза) и цитотоксических 
Т-лимфоцитах (CD3+CD8+ ) (на 47,5 %), но не на естественных киллерных клетках (CD56+ ). При этом 
цитотоксический эффект модифицированных нуклеозидов увеличивался при добавлении в культураль-
ную смесь эмоксипина. Так, при кокультивировании клеток с 1 мкмоль/л ара-Ц и 1 мкмоль/л эмоксипи-
ном удельный вес CD3+CD107a+-клеток увеличился в 3,5 раза по сравнению с контролем (МПК + K562), 
а в случае CD3+CD8+CD107a+-клеток – в 2,0 раза. Полученные результаты свидетельствуют о возмож-
ности прямой защиты цитотоксических лимфоцитов от гибели в условиях вызываемого противоопу-
холевой химиотерапией окислительного стресса антиоксидантом эмоксипином. Отметим, что цикло-Ц 
не оказывал выраженного влияния, в то время как в случае комбинации с эмоксипином наблюдалась 
тенденция к повышению экспрессии CD107а на Т-лимфоцитах (CD3+ ) (на 69,6 %) и цитотоксических 
Т-лимфоцитах (CD3+CD8+ ) (на 43,4 %).

Известно, что противоопухолевая терапия сопровождается значительными побочными эффекта-
ми, что существенно влияет на течение, прогноз и эффективность лечения заболеваний [6; 7]. Мно-
гие из них напрямую связаны с процессами свободнорадикального окисления, значительно возрас-
тающими во время химиотерапии опухолей. Так, нарушение баланса между свободными радикалами 
и антиоксидантной системой способно усиливать интоксикацию и даже приводить к токсическому 

О ко н ч а н и е  т а б л .  1
E n d i n g  t a b l e  1
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повреждению здоровых органов и тканей, что оказывается лимитирующим фактором при решении 
вопроса о продолжении терапии [8; 9]. Необходимо учитывать, что у онкологических пациентов со 
злокачественной опухолью уже активированы процессы перекисного окисления липидов [10]. 

Однако широкому использованию антиоксидантных препаратов в клинической практике препятст
вует их недостаточно изученное взаимодействие с элементами современной общепринятой схемы ком-
плексного химиотерапевтического лечения онкологических пациентов  [11–13]. И хотя ряд работ от-
ражают возможность повышения противоопухолевой эффективности отдельных цитостатиков при их 
комбинированном применении с антиоксидантами, полученные результаты не могут быть перенесены 
на все компоненты комплексного химиотерапевтического лечения и нуждаются в дальнейших подроб-
ных исследованиях, касающихся конкретных схем комбинированного применения [14; 15]. В настоя-
щей работе для защиты здоровых немалигнизированных клеток при воздействии антиметаболитов на 
опухолевую культуру использовали сильный антиоксидант эмоксипин. В  качестве модели здоровых 
клеток выступали лимфоциты периферической крови, которые наряду с этим являлись источником для 
последующего моделирования реакции иммунного ответа на опухоль. При этом были получены ре-
зультаты, указывающие на возможность применения антиоксидантов как для защиты здоровых клеток 
от гибели в условиях вызываемого противоопухолевой химиотерапией окислительного стресса, так 
и в роли модулятора противоопухолевой активности цитотоксических Т-лимфоцитов.

В настоящем исследовании ни модицифированные нуклеозиды, ни их комбинации с эмоксипином 
не вызывали изменения IL-2-стимулированной цитотоксичности лимфоидных клеток по отношению 
к  опухолевой клеточной линии K562, что не противоречит известным данным. Однако по экспрес-
сии маркера CD107a нам удалось доказать выраженное влияние ара-Ц на активацию субпопуляции 
Т-лимфоцитов (CD3+ ) и цитотоксических Т-лимфоцитов (CD3+CD8+ ), которое потенцировалось эмокси
пином.

Заключение
В результате выполненных исследований проведена оценка влияния модифицированных нуклеози-

дов ара-Ц и цикло-Ц на цитотоксичность лимфоидных киллерных клеток человека. 
Установлено, что ара-Ц в 2,1 раза ингибирует нестимулированную цитотоксичность МПК, а его 

комбинация с эмоксипином на 57,6 % ослабляет данный ингибиторный эффект. В то же время цикло-Ц, 
как и его комбинация с эмоксипином, не влияет на цитотоксичность в условиях эксперимента. 

Рис. 2. Процент (по сравнению с контролем (МПК + K562)) CD107a+-лимфоидных клеток  
в кокультуре с клеточной линией K562 при культивировании  

с ара-Ц, цикло-Ц и их комбинациями с эмоксипином 
(* – достоверное отличие от контроля ( р < 0,05))

Fig. 2. Percentage (compared to control (PBMC + K562)) of CD107a+-lymphoid cells in coculture  
with K562 cell line when cultured after exposure to cytarabine or cyclocytidine and emoxipine 

(* – significant level compared to the control ( p < 0.05))
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Оценка эффектов ара-Ц и цикло-Ц и их комбинаций с эмоксипином на IL-2-стимулированную цито
токсичность МПК не выявила статистически значимых различий, однако прослеживалась тенденция 
ингибиторного эффекта соединений.

Показано, что добавление ара-Ц статистически значимо усиливало IL-2-cтимулированную экспрессию 
CD107a на Т-лимфоцитах (CD3+ ) (в 2,1 раза) и цитотоксических Т-лимфоцитах (CD3+CD8+ ) (на 47,5 %), 
но не на естественных киллерных клетках (CD56+ ). При этом цитотоксический эффект модифицирован-
ных нуклеозидов увеличивался при добавлении в культуральную смесь эмоксипина.

Таким образом, продемонстрировано, что вещества, регулирующие протекание окислительно-вос-
становительных реакций, способны снижать токсические эффекты антиметаболитов по отношению 
к нормальным клеткам.
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