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ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ ЭмОКСИПИНА НА ЦИТОТОКСИЧЕСКУЮ 
АКТИВНОСТЬ АНТИмЕТАБОЛИТОВ РЯДА мОДИФИЦИРОВАННЫХ 

НУКЛЕОЗИДОВ

нижегородова д.б.1,2, Зафранская м.м.1, Квасюк е.и.1, сыса а.г.1

1Международный государственный экономический институт имени А.Д. Сахарова  
Белорусского государственного университета,  

г. Минск, Республика Беларусь; 
2Государственное учреждение образования  

«Белорусская медицинская академия последипломного образования», 
г. Минск, Республика Беларусь,

Резюме. Исследовано влияние соединения с сильными антиоксидантными свойствами эмокси-
пина на цитотоксическую активность мононуклеаров периферической крови (МПК) совместно с ан-
тиметаболитамицитарабином и циклоцитидином по отношению опухолевой клеточной линии К562. 
Показано, что цитарабин в 2,1 раза ингибирует нестимулированную цитотоксичность МПК, а его 
комбинация с эмоксипином на 57,6 % ослабевает данный ингибиторный эффект. Циклоцитидин, как 
и его комбинация с эмоксипином, не влияет на цитотоксичность в условиях эксперимента.

Введение. Низкомолекулярные фрагменты нуклеиновых кислот, такие как пуриновые 
и пиримидиновые основания, нуклеозиды и нуклеотиды, при наличии в их структуре любых 
изменений в сравнении со структурой природного соединения, относятся к классу антимета-
болитов. Наиболее часто встречающиеся изменения в структуре природных компонентов нук-
леиновых кислот связаны с введением, заменой, удалением или созданием новых функциональ-
ных групп в гетероциклическом основании, углеводном фрагменте или фосфатном остатке, 
а также с заменой рибозы и дезоксирибозы на такие сахара, как арабиноза, ксилоза, дидезокси- 
и другие производные углеводов.

Обилие функциональных групп в составе метаболитов позволяет синтезировать большое 
число антиметаболитов с разнообразной биологической активностью. К сожалению, пока не-
возможно достоверно предсказать тип активности синтезированного антиметаболита, но рабо-
ты в области изучения связи между активностью и структурой являются одним из интенсивно 
развивающихся направлений химии антиметаболитов. В то же время известно, что большин-
ство антиметаболитов обладает противоопухолевой и антивирусной активностью. В клиничес-
кой практике десятки лет применяются в качестве лекарственных препаратов такие соединения, 
как фторурацил, меркаптогуанин, цитозинарабинозид, азатимидин, ацикловир и др. Механизм 
действия атиметаболитов весьма разнообразен, но связан в основном с влиянием на ферменты, 
участвующие в синтезе и функционировании нуклеиновых кислот.

К антиметаболитам нового поколения, которые используются в качестве противоопухоле-
вых препаратов, относятся кладрибин, клофарабин, кселода, флударабин фосфат, неларабин, 
гемцитабин и др. На разных стадиях клинических испытаний находятся сапацитабин, мерици-
табин, софосбувир, 8-хлораденозин и 8-аминоаденозин.

Новым направлением в создании противоопухолевых соединений является поиск соеди-
нений — ингибиторов специфичного фермента теломеразы, присутствующего в опухолевых 
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клетках и предотвращающего их апоптоз. Одним из таких ингибиторов теломеразы является 
2`-дезокси-6-тиогуанозин, синтез которого в достаточных для практического применения ко-
личествах в настоящее время представляет определенные трудности.

Важным аспектом, ограничивающим использование цитостатических препаратов, является 
то, что эти препараты обладают нежелательными побочными эффектами вследствие возможного 
воздействия на генетический аппарат клетки-хозяина. В связи с этим привлекательным является 
поиск веществ или их комбинаций (с антиоксидантами, в частности), применение которых будет 
приводить к снижению показателей интоксикации в организме опухоленосителей [1–3].

Так, большинство авторов указывают на способность антиоксидантов улучшать перено-
симость химиотерапии и отдаленные результаты лечения [4, 5], сторонники иной точки зрения 
считают, что антиоксиданты ингибируют противоопухолевый эффект химиопрепаратов [6]. 
Однако все эти исследования касаются применения нутрицевтиков с мягким антиоксидантным 
действием (β-каротин; витамины А, С, Е; селен; мелатонин, цистеин; витамины группы В; ви-
тамин D�; витамин К�; глютатион, коэнзим Q10).

Целью настоящей работы являлась оценка влияния модифицированных нуклеозидов  
1-(О2,2’-ангидро-Я-D-арабинофуранозил) цитозина (циклоцитидин, циклоЦ 2) 1-(Я-D-арабинофура-
нозил) цитозина (цитарабин, араЦ3) в комбинации с 6-метил-2-этилпиридинолом-3 (эмоксипином) 
(синтетическим производным 3-гидроксипиридина с сильным антиоксидантным действием) на ци-
тотоксичность лимфоидных клеток в ко-культуре с опухолевой клеточной линией человека K562.

материалы и методы исследования. Получение циклоЦ 2 и араЦ 3. Синтез 1-(О2,2’-ан-
гидро-Я-D-арабинофуранозил) цитозина (2) (циклоЦ) осуществляли реакцией взаимодействия 
природного нуклеозида — цитидина 1 с хлорангидридомацетилсалициловой кислоты в ацето-
нитриле с последующим действием соляной кислотой для снятия блокирующих групп в про-
межуточном продукте (рис. 1). Выделенный кристаллический продукт 2 в виде его гидрохло-
рида очищали перекристаллизацией из воды. 

Обработка циклоЦ раствором гидроксида натрия при комнатной температуре с последу-
ющей нейтрализацией раствором соляной кислоты приводила к образованию 1-(Я-D-арабино-
фуранозил) цитозину (3) (араЦ), который выделялся в кристаллическом виде при охлаждении 
нейтрального раствора (рис. 1). 

Продукт дополнительно очищали перекристаллизацией из воды. Соединения 2 и 3 по всем 
параметрам совпадали с заведомыми образцами.

Рисунок 1 — Схема синтеза циклоЦ 2 и араЦ 3



�56

Синтез эмоксипина осуществляли согласно методике, представленной в работе [7]. 
Материалом для исследования явилась периферическая венозная кровь здоровых доноров 

(n = 4), средний возраст 42,5 (39,0 × 47,5) лет, из которых 2 мужчин и 2 женщины.
Культуральный метод
Предварительно выделенные на градиенте плотности (Histopaque-1077, «Sigma», Герма-

ния) мононуклеары периферической крови (МПК) культивировали в концентрации 2 × 105 кле-
ток/лунку в 96-луночном планшете в культуральной среде RPMI-1640 («Gibco», Германия), 
содержащей 10%-эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС, «Gibco», Германия), 1 % L-глюта-
мина («Gibco», Германия), 1 % антибиотика-антимикотика («Gibco», Германия) в присутствии 
10–6М араЦ 3, 10–6М циклоЦ 2 и/или 10–6М эмоксипина (e) в CO2-инкубаторе при 37 °С и 5 % 
CO2 в течение трех суток. Для стимуляции цитотоксичности в ко-культуры добавляли интер-
лейкин-2 (IL-2, «Fluka», Германия) в конечной концентрации 100 U/мл.

Метод оценки цитотоксичности
Для оценки цитотоксичности к трехдневной культуре МПК добавляли клетки-мишени — 

опухолевую клеточную линию человека К562, окрашенную флуоресцентным красителем кар-
боксифлуоресцеином (CFSe, «Fluka», Германия), в соотношении 5:1 и культивировали 4 ч. 

Метод проточной цитофлуориметрии
Для оценки процента клеточной гибели клеток-мишеней K562 в результате цитотоксич-

ности МПК в ко-культуры добавляли катионный краситель пропидий иодид (PI, «Invitrogen», 
Германия), способный проникать внутрь клетки при нарушении целостности цитоплазматичес-
кой мембраны и связываться с ДНК. Погибшие клетки опухолевой линии детектировали как 
CFSe+PI+K562 с помощью проточного цитофлуориметра Cytoflex («BeckmanCoulter», США).
Измерения проводили на 50000 событий. Коэффициент стимуляции цитотоксичности рассчи-
тывали как отношение процента клеточной гибели K562 в ко-культуре с МПК стимулирован-
ными IL-2 к не стимулированным МПК.

Статистический метод
Статистический анализ данных выполняли при использовании пакета Statisctica 8.0.
Результаты исследования и их обсуждение. Как видно из данных, представленных на 

рис. 1, исследованные соединения циклоЦ 2 и араЦ 3 являются синтетическими аналогами 
цитидина. По химическому строению исследованные антиметаболиты отличаются от извест-
ных нуклеотидов цитидина и дезоксицитидина тем, что углеводный фрагмент их молекулы 
представлен не рибозой или дезоксирибозой, а арабинозой, т. е. различия обусловлены измене-
нием конфигурации гидроксильной групп при С2-атоме в фуранозной части молекулы. Наличие 
С2-гидроксила в молекуле арабинозилцитозина в цис-положении по отношению к цитозину 
обусловливает устойчивость арабинозилцитозина к фосфорилазам. В организме под действием 
дезоксицитидинкиназ и дезоксицитидилаткиназ происходит превращение арабинозилцитозина 
в трифосфат (ара-ЦТФ).

Эмоксипин является аналогом витамина В6 — производным 3-гидроксипиридина с силь-
ными антиоксидантными свойствами. В медицине эмоксипин используется как лекарственный 
препарат из группы антиагрегантов и антиоксидантов и является корректором микроциркуля-
ции. Активный компонент препарата — 2-метил-6-этилпиридинол-3 после проникновения 
в кровяной поток укрепляет сосуды, предотвращает их ломкость, разжижает кровь, тем самым 
предотвращает развитие разрушительных процессов в просвете сосудов. 

Антиоксидантное действие препарата «Эмоксипин» позволяет стимулировать естествен-
ные процессы, обеспечивает нейтрализацию свободных радикалов и тем самым не допускает 
повреждение жизненно важных биологических молекул.
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Как видно из данных, представленных на рис. 2, араЦ в 2,1 раза ингибирует нестимули-
рованную цитотоксичность МПК(р < 0,05), а его комбинация с эмоксипином на 57,6 % ослабе-
вает данный ингибиторный эффект. ЦиклоЦ, как и его комбинация с эмоксипином, не влияет 
на цитотоксичность в условиях эксперимента.

Рисунок 2 — Оценка влияния циклоЦ 2 и араЦ 3 отдельно и совместно  
с эмоксипином (Е) на нестимулированную цитотоксичность мПК  

по отношению к клеткам-мишеням K562 (Me [25%;75%])

Оценка влияния исследуемых соединений и их комбинаций с эмоксипином на IL-2 стиму-
лированную цитотоксичность МПК указывает на ту же тенденцию (табл.).

Таблица — Индексы стимуляции цитотоксичности мПК (y.e.)
№ Параметр Медиана (Ме) 25% 75%
1 Контроль + IL-2/ Контроль 2.2 1.8 3.2
2 араЦ + IL-2 / араЦ 4.4 3.9 7.4
� циклоЦ + IL-2 / циклоЦ 2.1 1.9 2.8
4 e + IL-2 / e 2.1 1.9 2.8
5 араЦ + e + IL-2 / АраЦ + e 3.3 1.7 7.1
6 циклоЦ + e + IL-2 / циклоЦ+ e 1.9 1.6 3.0

p

р1–2 < 0,05
р2–3 < 0,05
р2–4 < 0,05
р2–6 < 0,05

Как видно из данных, представленных в таблице, IL-2 cтимулированная цитотоксичность 
МПК увеличивается в присутствии араЦ (в 2,0 раза по сравнению с контролем, р < 0,05), но не 
в присутствии циклоЦ. При добавлении эмоксипина в эквимолярных концентрациях индекс 
стимуляции цитотоксичности МПК в случае комбинации с араЦ также увеличен по сравнению 
с контролем (в 1,5 раза), но ниже, чем в эксперименте без добавления эмоксипина. Культиви-
рование клеток в присутствии комбинации циклоЦ с эмоксипином не оказывало эффекта на 
IL-2 cтимулированную цитотоксичность МПК.
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Обнаруженные нами эффекты могут быть связаны с тем, что антиметаболит араЦ оказы-
вает свои токсические эффекты как на опухолевую культуру, так и на МПК. В норме все кле-
точные механизмы регуляции настроены таким образом, что увеличение содержания активных 
форм кислорода приводит к увеличению активности антиоксидантных систем, что возвращает 
уровень свободных радикалов в норму. При патологических состояниях эти механизмы регу-
ляции нарушаются. Так, образующиеся при воздействии антиметаболитов свободные радикалы 
и инактивация ферментов антиоксидантной защиты усиливают интоксикацию, вызывают ток-
сическое повреждение клеток всех типов.

Используемое нами соединение араЦ ингибировало нестимулированную цитотоксич-
ность МПК по отношению к опухолевой клеточной линии именно в связи с неспецифич-
ностью своих мишеней: МПК наряду с опухолевыми клетками подвергались токсическому 
влиянию антиметаболита, что приводило к их гибели и снижению противоопухолевой 
эффективности. Отметим, что присутствие в смеси эмоксипина (вещества, обладающего 
антиоксидантными свойствами) практически полностью нивелировало обнаруженный эф-
фект.

Заключение. Нами показано, что вещества, регулирующие протекание окислительно-
восстановительных реакций, способны снижать токсические эффекты антиметаболитов по 
отношению к нормальным клеткам. 

Полученные результаты не только усиливают позиции сторонников совместного приме-
нения антиметаболитов с антиоксидантами в химиотерапии опухолевых заболеваний, но и спо-
собствуют лучшему пониманию молекулярных механизмов влияния антиметаболитов нуклеи-
новой природы на биохимические процессы, что может служить основой для целенаправлен-
ного поиска и создания новых противоопухолевых препаратов.
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Summary. The effect of the strong antioxidant emoxypine on the cytotoxic activity of peripheral 
blood mononuclears (MPC) together with the antimetabolites cytarabin and cyclocytidine on the tumor 
cell line K562 was studied. It was shown that cytarabine 2.1 times inhibited the unstimulated cytotoxicity 
of MPC, and its combination with emoxipine reduced this inhibitory effect by 57.6 %. Cyclocytidine, as 
well as its combination with emoxypine, did not affect cytotoxicity under the experimental conditions.
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