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УДК 54.057:577.2
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ПРОЛИФЕРАЦИЯ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК ЛИНИИ HepG2 
В ПРИСУТСТВИИ НЕЛАРАБИНА И ЭМОКСИПИНА

‘МГЭИ им. А. Д. Сахарова БГУ
^Белорусская медицинская академия последипломного образования

(Поступила в редакцию 19.10.2021)

Данная статья посвящена изучению влияния эмоксипина (производное 
3-гидроксипиридина, соединение с умеренными антиоксидантными свой
ствами) на противоопухолевые свойства антиметаболита неларабина 
(используется в клинической практике в качестве противоопухолевого пре
парата). Установлено, что неларабин в исследованном диапазоне концен
траций (от 10~7 до 10~4 М) приводит к снижению жизнеспособности кле
ток (опухолевая клеточная линия HepG2) на 70 % по сравнению с контро
лем. Определены уровни активных форм кислорода (АФК), образующихся 
в опухолевой клеточной линии HepG2 в условиях культивирования с нелара- 
бином, а также способность эмоксипина влиять на уровень образующихся 
АФК. Показано, что в условиях эксперимента эмоксипин в области низких 
и средних концентраций (2,0—20,0 мкМ) ведет себя как прооксидант, т. е. 
соединение, стимулирующее производство АФК в опухолевой клетке под 
воздействием цитостатика неларабина. А в области высоких концентра
ций (50,0-100,0 мкМ), наоборот, как антиоксидант, т. е. соединение, пре
пятствующее производству АФК (или же как ловушка АФК).

Введение. При лечении онкозаболеваний введение химиопрепаратов вызыва
ет увеличение выработки активных форм кислорода (АФК) в опухолевых клетках 
[1]. Эффекты АФК могут быть двоякими: с одной стороны они могут приводить 
к гибели как нормальных, так и опухолевых клеток, повреждая белки, липиды 
и ДНК, в то же время АФК могут индуцировать рак [2—4]. Напротив, манипуляции 
с АФК могут индуцировать апоптоз в опухолевых клетках только потому, что 
нормальные клетки имеют иную окислительно-восстановительную среду, чем 
раковые клетки, и менее чувствительны к резким изменениям окислительно-вос
становительного баланса [5]. Таким образом, модуляция АФК антиоксидантами 
или прооксидантами является перспективной стратегией избирательного воздей
ствия на опухолевые клетки при химиотерапевтическом лечении [6-8].

Ответу на вопрос, могут ли антиоксиданты, при их использовании в ходе 
химиотерапии антиметаболитами, защитить нормальные ткани, не оказывая 
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негативного влияния на процессы подавления роста опухолевых клеток, посвя
щено значительное количество исследований. Однако из-за различий в характере 
исследования, протоколе лечения, типе онкозаболевания, длительности наблю
дения, инклюзивных критериях, статистическом анализе и режиме химиотера
пии возникают неопределенности, которые не позволяют сделать однозначный 
вывод относительно влияния антиоксидантов на процессы пролиферации и диф
ференциации опухолевых клеток во время химиотерапии [9]. Так, исследования 
in vitro показывают, что цитарабин и другие родственные ему аналоги нуклеози
дов на основе цитозина токсичны для опухолевых клеток за счет повышения 
уровня клеточного окислительного стресса, несмотря на то что он может быть 
нейтрализован антиоксидантами [10]. Напротив, другие авторы делают выводы, 
что антиоксиданты при одновременном применении не мешают химиотерапии, 
усиливают цитотоксический эффект химиотерапии, защищают нормальные тка
ни и увеличивают терапевтический ответ и выживаемость пациентов [2; 11; 12].

Таким образом, исследования влияния, оказываемого действием комбинаций 
противоопухолевых препаратов с веществами, обладающими антиоксидантны
ми свойствами, являются актуальными. Использование комбинаций на основе 
модифицированных нуклеозидов и нуклеотидов, способных влиять на процессы 
кодирования и реализации генетической информации в опухолевых клетках, 
с антиоксидантами, способными управлять редокс-состоянием клеток и клеточ
ного окружения, может повысить эффективность действия антиметаболитов ну
клеиновой природы. Наличие положительного результата при использовании 
таких комбинаций даст возможность обосновать их применение в разработке 
эффективных инновационных цитостатических средств.

В настоящей работе проведено исследование 
in vitro влияния неларабина (используется в клини
ческой практике в качестве противоопухолевого 
препарата) и его комбинации с эмоксипином (сое
динение с умеренными антиоксидантными свойст
вами) на пролиферацию опухолевой клеточной ли
нии HepG2.

Неларабин является аналогом пуриновых ну
клеозидов (рис. 1), в клетке превращается в 5'-три- 
фосфат арабинофуранозилзилгуанина (араГТФ), ко
торый ингибирует синтез ДНК, вызывая цитоток
сическое действие.

Эмоксипин - производное 3-гидроксипириди- 
на (рис. 2), обладающее антиоксидантными свой
ствами. В медицине эмоксипин применяют как 
препарат из группы антитромбоцитарных средств 

Рис. 1. Структурная формула 
неларабина

Н3с

Рис. 2. Структурная формула 
эмоксипина

и антиоксидантов, он является корректором мик
роциркуляции. Активный компонент препарата, 
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метилэтилпиридинол, после проникновения в кровоток укрепляет сосуды, предот
вращает их разрыв и разжижает кровь, тем самым останавливая развитие де
структивных процессов.

Антиоксидантное действие эмоксипина позволяет стимулировать естествен
ные процессы, нейтрализовать свободные радикалы, тем самым предотвращать 
повреждение жизненно важных биологических молекул.

Материалы и методы исследования. Клеточную культуру HepG2 культиви
ровали в среде DMEM (Sigma, США), содержащей 10 % эмбриональной сыворот
ки крупного рогатого скота (HyClone, США), 4 мМ L-глютамина, антибиотики 
пенициллин (100 ед/мл), стрептомицин (100 мкг/мл) и антимикотик Fungizone® 
(25 мкг/мл) (Invitrogen, США), при 37 °С во влажной атмосфере с 5 % СО2. Кле
точная культура поддерживалась на стадии логарифмического роста путем ру
тинной пересадки трижды в неделю. Контроль адгезии клеток на подложке, ро
ста и возможной контаминации производили визуально с помощью инвертиро
ванного микроскопа АУ-12 (ЛОМО, Россия).

Для определения антипролиферативной активности использовали МТТ-тест. 
Клетки HepG2 помещали на 96-луночный планшет (Sarstedt, Германия) в кон
центрации 1-Ю4 клеток/лунку и инкубировали в среде DMEM (Sigma, США) 
с добавлением 10 % эмбриональной сыворотки крупного рогатого скота (HyClone, 
США) и антибиотиков пенициллин (100 ед/мл), стрептомицин (100 мкг/мл) 
и антимикотика Fungizone® (25 мкг/мл) (Invitrogen, США). Через 24 ч инкубиро
вания, при 37 °С во влажной атмосфере, содержащей 5 % СО2, среду сливали 
и заменяли ее на среду, содержащую неларабин или смесь неларабина с эмокси- 
пином в концентрациях от 0,1 до 100,0 мкМ. Контрольные клетки инкубировали 
в среде с 1 %-ным раствором диметилсульфоксида (ДМСО). Через 24 ч инкубации 
в среду добавляли соль 3-[4,5-диметилтиазол-2-ил]-2,5-дифенилтетразолия бромида 
(Carl Roth, США) в концентрации 5 мг/мл. Через 4 ч экспозиции при 37 °С тем
но-фиолетовые гранулы формазана растворяли в ДМСО. Количество восстанов
ленного продукта измеряли фотометрически при длине волны 570 нм на планшет
ном анализаторе CLARIOstar Plus (BMG Labtech, Германия). Пролиферативную ак
тивность клеток в присутствии исследуемого соединения рассчитывали по формуле: 
(ОП опытных лунок / ОП контр. лунок)100 %, где ОП - оптическая плотность.

Для определения уровня внутриклеточных АФК использовали зонд 2',7'-ди- 
хлордигидрофлуоресцеин диацетат (DCF-DA, ИБОХ НАН Беларуси). Принцип 
метода основан на регистрации окисления DCF-DA в высокофлуоресцирующее 
соединение 2',7'-дихлорфлуоресцеин (DCF) в присутствии активных форм ки
слорода.

Статистический анализ проводился с использованием программного обеспе
чения R Statistical Software (Foundation for Statistical Computing, Вена, Австрия). 
Зависимость величины эффекта ср от уровня влияния х описывается моделями, 
которые в общем случае можно представить в виде (p(r; b, с, d, е, ...) = С + (d- с) 
\|/(х; Ь, е, ...), где параметры с и d - нижний и верхний пределы отклика, а у - 
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некоторая заданная нелинейная функция с параметрами b и е. В данной работе 
мы использовали лог-логистическую модель с четырьмя параметрами (b, с, d, ё) 
LL.4, которая имеет вид:

, . d - с
ф(х) = С +------- 771------- і г.

7 | + gZ>(logx-loge)

Оценочные параметры моделей имеют определенный биологический смысл. 
В частности, для лог-логистической модели параметры с и d определяют нижнюю 
и верхнюю горизонтальные асимптоты сигмоидной кривой, е соответствует по
ложению точки перегиба, ай- углу наклона в переходной области. Подгонка па
раметров модели к анализируемым эмпирическим данным осуществлялась с ис
пользованием обобщенного метода минимизации суммы квадратов отклонений 
прогнозов модели от наблюдаемых значений с учетом специально подобранных 
весовых коэффициентов.

Статистический анализ оцениваемых параметров проводился с использова
нием /-критерия Стьюдента, который проверял гипотезу о равенстве каждого ко
эффициента нулю и вычислял ^-значения, определяющие достигнутый уровень 
значимости. Статистическая значимость модели в целом была проверена путем 
сравнения ее с простой регрессией с нулевым коэффициентом наклона (горизон
тальная линия регрессии соответствует отсутствию зависимости доза-эффект) 
методом ANOVA (дисперсионный анализ).

Результаты и их обсуждение. Результаты исследований приведены на рис. 3.
Как видно из данных, представленных на рис. 3, как неларабин, так и комби

нация неларабина с эмоксипином в исследуемом диапазоне концентраций (от 10 7 
до К) 4 М) приводят к снижению жизнеспособности клеток на 70 % по сравнению 
с контролем.

Рис. 3. Зависимость влияния изученных соединений на пролиферацию 
опухолевой клеточной линии HepG2 от концентрации
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Статистический анализ значимости оцененных параметров модели для иссле
дуемых соединений по 7-критерию представлен в таблице.

Установлено, что коэффициенты наклона (Ь) и верхнего предела (с/) статисти
чески значимы для неларабина и комбинации неларабина и эмоксипина.

Оценка параметров модели влияния неларабина или комбинации неларабина 
с эмоксипином на опухолевую клеточную линию HepG2

Параметр Оценка (мкМ) Ст. ошибка г-критерий р-значение

Ь: наклон области перегиба (неларабин) 0,68 0,15 4,5435 2,562 ■ 10“5*
Ь: наклон области перегиба (неларабин + 
эмокспин) 0,26 0,049 5,3079 1,531 • 10 б*

с: нижний предел 24,19 38,05 -1,1613 0,2499
d\ верхний предел 98,45 3,14 31,3226 <(2,2 ■ 10~16)*
е: ED50 (неларабин) 111,25 84,65 1,3143 0,1935
е: ED50(неларабин + эмокспин) 307,83 516,93 0,5955 0,5536

Примечание: * -р < 0,001.

Математическая модель «доза-эффект» для неларабина запишется как

98 45-24 19
ср(% от контроля) = 24,19 +------ ... ’, ...... .r r |_^ 0,68(logC(pM)-loglll,25)

Математическая модель «доза-эффект» для комбинации неларабина и эмок
сипина (в эквимолярных концентрациях) запишется как

98,45-24 19
ф(% от контроля) = 24,19 +------ ... ’,—с.. .к | _|_ ^0,26(logC(nM)- log307,83)

Анализ дисперсий (ANOVA) не выявил статистически значимых различий 
между построенными моделями антипролиферативной активности неларабина 
и комбинацией неларабина с эмоксипином (F = 0,5091, р = 0,6036).

Известно, что основным механизмом повреждающего действия на нормаль
ные клетки и ткани при химиотерапии является избыточное накопление актив
ных форм кислорода в результате активации микросомального окисления соот
ветственно. Следствием этого является повреждение функционирования системы 
антиоксидантной защиты (включая ее ферментативное и неферментативное зве
нья), нарушение иммунологических механизмов, участие которых также чрезвы
чайно важно в процессах детоксикации и регуляции гемопоэза. В процессе реше
ния данной задачи было разработано и обосновано применение большого числа 
различных модифицирующих воздействий, направленных на снижение токсич
ности и/или усиление терапевтического эффекта малотоксичных доз цитостати
ческих и лучевых воздействий. Среди средств, предупреждающих повреждение 
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нормальных тканей, достаточно широко представлены природные соединения 
(церулоплазмин, лактоферрин), колониестимулирующие факторы (ленограстим, 
филграстим, молграмостим, пегфилграстим, эритропоэтин), тиоловые соедине
ния (амифостин). Однако узкая направленность действия корректоров токсичности, 
наличие побочных эффектов или высокая стоимость ограничивают их примене
ние. В качестве сопровождения химиотерапии достаточно широко используются 
природные антиоксиданты с неферментативным действием.

Показано, что защитные эффекты антиоксидантов в определенной мере селек
тивны для нормальных клеток и могут уменьшать токсичность противоопухоле
вого лечения без снижения эффективности. Более того, есть данные, что антиок
сиданты могут способствовать повышению эффективности химио- и лучевых 
воздействий.

В связи с этим далее в работе проведена оценка уровня активных форм кис
лорода, образующихся в опухолевой клеточной линии HepG2 в условиях культи
вирования с неларабином, а также способности эмоксипина (соединения, облада
ющего антиоксидантными свойствами) влиять на уровень образующихся АФК.

На рис. 4 представлена зависимость среднего значения интенсивности флуо
ресценции DCF от концентрации неларабина или комбинации неларабина с эмок- 
сипином. Как видно из данных, представленных на рис. 4, добавление эмоксипина 
(антиоксиданта) в диапазоне концентраций 2,0-20,0 мкМ приводило к трехкратно
му росту уровня АФК в культивируемой клеточной линии HepG2, по сравнению 
с неларабином, с последующим возвратом к средним значениям в области высо
ких концентраций (50,0-100,0 мкМ) как неларабина, так и эмоксипина.

2000000
1800000
1600000

о
1 10 100

Концентрация, мкМ

—•— Неларабин Неларабин+Эмоксипин

Рис. 4. Зависимость средней интенсивности флуоресценции DCF в клетках HepG2 
от концентрации неларабина или комбинации неларабина с эмоксипином
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Таким образом, установлено, что в условиях эксперимента in vitro на модели 
клеточной линии HepG2 эмоксипин в области низких и средних концентраций 
(2,0 20,0 мкМ) ведет себя как прооксидант, т. е. соединение, стимулирующее 
производство АФК в опухолевой клетке под воздействием цитостатика нелара- 
бина. А в области высоких концентраций (50,0-100,0 мкМ), наоборот, как анти
оксидант, т. е. соединение, препятствующее производству АФК (или же как ло
вушка АФК).

Работа выполнена при финансовой поддержке Белорусского республиканско
го фонда фундаментальных исследований (грант № М20МС-043).

Литература

1. Koltover V. К. // Russ. Chem. Bull. 2010. Vol. 59. P. 37-42.
2. Singh K., Bhori M., Kasu Y. A. et al. // Saudi Pharm. J. 2018. Vol. 26. P. 177-190.
3. Nogueira V.. Hay N. // Clin. Cancer Res. 2013. Vol. 19. P. 4309-4314.
4. Snezhkina A. V, Kudryavtseva A. U. Kardymon O. L. et al. // Oxid. Med. Cell. Longev. 2019. 

Vol. 2019. P. 6175804.
5. Glasauer A., Chandel N. S. // Biochem. Pharmacol. 2014. Vol. 92. P. 90-101.
6. Fuchs-Tarlovsky V. //Nutrition. 2013. Vol. 29. P. 15-21.
7. KumariS.. BadanaA. K., Murali Mohan G. et al.//Biomark. Insights. 2018. Vol. 13. Art. 117727191875539.
8. Aggarwal V., Tuli H. S., I'arol A. et al. // Biomolecules. 2019. Vol. 9. P. 735.
9. Tsesmetzis N.. Paulin C., Rudd S. G., Herold N. // Cancers. 2018. Vol. 10, N 7. P. 240.
10. Hewish M., Martin S. A., Elliott R. et al. // Br. J. Cancer. 2013. Vol. 108, N 4. P. 983-992.
11. Simone С. B. 2nd, Simone N. L., Simone K. Simone С. B. // Altern. Ther. Health Med. 2007. Vol. 13. 

P. 22-28.
12. Simone С. B. 2nd, Simone N. L., Simone V., Simone С. B. // Altern. Ther. Health Med. 2007. Vol. 13. 

P. 40-47.

M. A. KHANCHEUSKI, I. V. KOKTYSH, T. A. ZHUKOVETS, A. G. SYSA, E. I. KVASYUK

PROLIFERATION OF CANCER CELLS (HepG2) UNDER CULTIVATION 
WITH NELARABINE AND EMOXIPINE

Summary

This paper is devoted to the study of the effect of emoxypine (a derivative of 3-hydroxypyridine, 
a compound with moderate antioxidant properties) on the antiproliferative properties of the antimetabolite 
of nelarabine (used in clinical practice as an antitumor drug). Nelarabine found to decrease in the cell 
viability (tumor ceil line HepG2) by 70 % compared to the control. Next, the levels of reactive oxygen 
species (ROS) formed in the HepG2 tumor cell line under the nelarabine cultivation, as well as the ability 
of emoxipin to influence the ROS level, were determined. It was shown that emoxipin in the range of low 
and medium concentrations (2.0-20.0 pM) acted as a prooxidant, i.e. a compound that stimulated the 
production of ROS in a tumor cell under the nelarabine cultivation. And in the area of high concentrations 
(50.0-100.0 pM), on the contrary, as it was an antioxidant, i.e. a compound that interfered with the ROS 
generation.


