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Влияние ингибитора обратной транскриптазы 
эфавиренза на индуцированную 5-азацитидином 
экспрессию длинных диспергированных 
повторов LINE1 и генетическую нестабильность  
в клетках острого миелоидного лейкоза

Х.М. Магомедова1, И.А. Антонова1, М.С. Стрелков1, 2, В.А. Нуртдинова1, В.Т. Чещевик3, К.И. Кирсанов1, 2,  
Г.А. Белицкий1, М.Г. Якубовская1, 2, О.А. Власова1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115522 Москва, Каширское шоссе, 24; 
2ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов»; Россия, 117198 Москва, ул. Миклухо-Маклая, 6;  
3УО «Полесский государственный университет»; Беларусь, 225710 Пинск, ул. Днепровской флотилии, 23

К о н т а к т ы : Ольга Александровна Власова olya_vlasov@mail.ru, Марианна Геннадиевна Якубовская mgyakubovskaya@mail.ru

Введение. использование гипометилирующих агентов в терапии острого миелоидного лейкоза позволило увеличить 
общую выживаемость пациентов на 12 %. Однако, наряду с мощным противоопухолевым эффектом, эти агенты 
оказывают негативное влияние на стабильность генома из-за транспозиции активированных LINE1, чем обусловле-
на малая продолжительность ремиссии. поскольку для ретротранспозиции LINE1 необходима кодируемая ими 
обратная транскриптаза ORF2 LINE1, гомологичная ферменту ретровирусов, мы предложили использовать гипоме-
тилирующие агенты в комбинации с ненуклеозидным ингибитором этого фермента, чтобы снизить генотоксическое 
действие 5-азацитидина. 
Цель исследования – оценить влияние эфавиренза на эффекты 5-азацитидина в отношении культивируемых кле-
ток острого миелоидного лейкоза: цитотоксическую активность, экспрессию длинных диспергированных повторов 
LINE1 и уровень генетической нестабильности. 
Материалы и методы. исследование проведено на клетках острого миелоидного лейкоза THP-1 и KG-1. В качестве 
гипометилирующих агентов и ингибитора обратной транскриптазы использованы 5-азацитидин и эфавиренз соот-
ветственно. Цитотоксическое действие препаратов и их комбинаций определяли с помощью резазуринового теста, 
долю апоптотических и некротических клеток оценивали с использованием проточной цитофлуориметрии, экспрес-
сию LINE1 – с помощью полимеразной цепной реакции в реальном времени. Для оценки уровня повреждения ДНк 
применяли метод ДНк-комет.
Результаты. Выявлено отсутствие влияния эфавиренза на цитотоксичность 5-азацитидина. С помощью иммунофлуо-
ресцентного окрашивания 2-го кодируемого LINE1 белка – ORF1 – и проточной цитометрии продемонстрировано 
отсутствие воздействия эфавиренза на уровень экспрессии LINE1. В то же время данные теста ДНк-комет свиде-
тельствуют о снижении генотоксического эффекта 5-азацитидина при его использовании в комбинации с эфави-
рензом. 
Заключение. Результаты нашего исследования впервые показали перспективность развития нового подхода к те-
рапии острого миелоидного лейкоза с использованием гипометилирующих агентов путем их комбинации с ингиби-
торами обратной транскриптазы. 

Ключевые слова: острый миелоидный лейкоз, гипометилирующий агент, ингибитор обратной транскриптазы ре-
тровирусов, длинные диспергированные повторы LINE1, 5-азацитидин, эфавиренз
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тазы эфавиренза на индуцированные 5-азацитидином экспрессию длинных диспергированных повторов LINE1  
и генетическую нестабильность в клетках острого миелоидного лейкоза. Успехи молекулярной онкологии 
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Effect of the reverse transcriptase inhibitor efavirenz on 5-azacytidine-induced LINE1  
long interspersed repeat expression and genetic instability in acute myeloid leukemia cells 

К.M. Magomedova1, I.A. Antonova1, M.S. Strelkov1, 2, V.A. Nurtdinova1, V.T. Cheshchevik3, K.I. Kirsanov1, 2, G.A. Belitsky1,  
M.G. Yakubovskaya1, 2, O.A. Vlasova1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115522, Russia; 
2RUDN Universtiy; 6 Miklukho-Maklaya St., Moscow 117198, Russia; 
3Polessky State University; 23 Dneprovskoy Flotilla St., Pinsk 225710, Belarus

C o n t a c t s : Olga Aleksandrovna Vlasova olya_vlasov@mail.ru, Marianna Gennadievna Yakubovskaya mgyakubovskaya@mail.ru

Introduction. The use of hypomethylating agents in the treatment of acute myeloid leukemia has increased overall 
patient survival by 12 %. However, alongside their potent antitumor effect, hypomethylating agents negatively impact 
genome stability due to the transposition of activated LINE1 elements, which contributes to the short duration  
of remission. Since LINE1 retrotransposition requires the ORF2-encoded reverse transcriptase, homologous to the retroviral 
enzyme, we proposed combining hypomethylating agents with a non-nucleoside inhibitor of this enzyme to reduce  
the genotoxic effects of 5-azacytidine.
Aim. To evaluate the effect of efavirenz on 5-azacytidine in cultured acute myeloid leukemia cells regarding: сytotoxic 
activity, expression of long interspersed nuclear elements (LINE1), the level of genetic instability.
Materials and methods. The study was conducted on THP-1 and KG-1 acute myeloid leukemia cell lines. 5-Azacytidine 
(hypomethylating agents) and efavirenz (reverse transcriptase inhibitor) were used. Cytotoxicity was assessed  
via the resazurin assay, apoptosis and necrosis rates were measured by flow cytometry, LINE1 expression was quantified 
using real-time polymerase chain reaction, and DNA damage was evaluated via the comet assay.
Results. Efavirenz did not affect the cytotoxicity of 5-azacytidine. Immunofluorescence staining of LINE1-encoded 
ORF1 protein and flow cytometry confirmed that efavirenz did not alter LINE1 expression levels. However, comet assay 
data indicated that combining 5-azacytidine with efavirenz reduced its genotoxic effects.
Conclusion. Our findings demonstrate, for the first time, the potential of a novel acute myeloid leukemia treatment 
strategy combining hypomethylating agents with reverse transcriptase inhibitors.

Keywords: acute myeloid leukemia, hypomethylating agent, retroviral reverse transcriptase inhibitor, long interspersed 
repeats LINE1, 5-azacytidine, efavirenz

For citation: Magomedova к.M., Antonova I.A., Strelkov M.S. et al. Effect of the reverse transcriptase inhibitor efavirenz 
on 5-azacytidine-induced LINE1 long interspersed repeat expression and genetic instability in acute myeloid leukemia 
cells. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2025;12(2):89–103. (In Russ.).
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ВВЕДЕНИЕ
Лечение пожилых пациентов с острым миелоид-

ным лейкозом (ОМЛ) и миелодиспластическим син-
дромом представляет собой одну из наиболее сложных 
задач в онкогематологии [1, 2]. Эти заболевания сис-
темы крови наиболее распространены среди населения 
старше 60 лет [3]. Приобретенные в течение жизни 
сопутствующие заболевания приводят к невозможно-
сти применения интенсивной химиотерапии и транс-
плантации костного мозга у данной категории паци-
ентов, что обусловливает низкий уровень их общей 
выживаемости. Существенный прогресс в лечении 
этих больных достигнут благодаря применению гипо-
метилирующих препаратов (ГМА), первым среди ко-
торых был 5-азацитидин – аналог цитидина [2, 4]. 
Вследствие пиримидинового метаболизма 5-азацити-
дин перерабатывается в аналог дезоксицитидинтри-
фосфата (dCTP) Aza-dCTP, который встраивается  
в цепь ДНК и ковалентно захватывает самый важный 
эпигенетический регулятор – ДНК-метилтрансферазу 1 
(DNMT1). При этом наблюдается снижение глобаль-
ного метилирования ДНК, что приводит к активации 

эпигенетически репрессированных генов определен-
ных областей генома [5, 6].

Однако, как показали результаты исследований 
последних лет, применение 5-азацитидина вызывает 
активацию экспрессии более 2000 точек старта в неко-
дирующей части генома, в том числе экспрессии повто-
ряющихся последовательностей, к которым, в частно-
сти, относятся классы мобильных генетических 
элементов LINE (long interspersed nuclear elements), 
SINE (short interspersed nuclear elements) и эндогенные 
ретровирусы [7, 8]. Наиболее изученными и распро-
страненными мобильными генетическими элементами 
в геномах млекопитающих являются LINE1, актива-
ция которых приводит к двум разнонаправленным 
эффектам. Увеличение экспрессии двунитевых транс-
криптов LINE1 приводит, во-первых, к активации 
интерферонового сигналинга 1-го типа и таким обра-
зом вносит вклад в противоопухолевый эффект препа-
рата, а во-вторых, к повышению генетической неста-
бильности из-за транспозиции LINE1 и других 
транспозонов, что способствует опухолевой прогрессии 
и, соответственно, развитию рецидива заболевания [9]. 

mailto:olya_vlasov@mail.ru
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УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
2

, 
2

0
2

5

91ТОМ 12 / VOL. 12  ЭкспериМенТальнЫе сТаТьи | EXPERIMENTAL REPORTS

В состав LINE1 входят 2 последовательности ORF 
(open reading frame), кодирующие белки шаперона 
(ORF1), эндонуклеазы и обратной транскриптазы 
(ОТ) (ORF2). Эффект ГМА, обусловленный транспо-
зицией LINE1, опосредован действием функциональ-
но активной ORF2, которая гомологична соответству-
ющему ферменту ретровирусов. 

К настоящему времени разработаны и успешно 
применяются в терапии пациентов, инфицированных 
вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ), ингибито-
ры ОТ ретровирусов [10]. Одним из препаратов, одо-
бренных в 1998 г. для использования в клинической 
практике, является антиретровирусный препарат эфа-
виренз – ненуклеозидный ингибитор ОТ (NNRTI) 
[11]. Мы предположили, что использование 5-азаци-
тидина в комбинации с эфавирензом позволит сни-
зить генотоксичность терапии без влияния на актива-
цию LINE1.

Цель исследования – оценить влияние эфавиренза 
на цитотоксическую активность 5-азацитидина в от-
ношении культивируемых клеток ОМЛ, индуцирован-
ную 5-азацитидином экспрессию длинных дисперги-
рованных повторов LINE1 и уровень генетической 
нестабильности в клетках ОМЛ, обработанных 5-азаци-
тидином. 

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Реагенты. Использованы 5-азацитидин (Sigma 

Aldrich (Merck), Индия, A2385-100MG), резазурина 
натриевая соль («ЛенРеактив», Россия, 163004), 
ExtractRNA («Евроген», Россия, BC032), ОТ вируса 
лейкемии мышей (MMLV-RT, «Евроген», Россия, 
SK022L), случайные гексануклеотидные праймеры 
Random(dN)

10
 («Евроген», Россия, SB002), эфавиренз 

(CaymanChemical, США, 14412), фосфатно-солевой бу-
фер (PBS) (Servicebio, Китай, G4207-500ML), TopVision 
Low Melting Point Agarose (ThermoFisherScientific, Гер-
мания, R0801), Na

2
EDTA («ПанЭко», Россия, Эл075), 

борная кислота («ПанЭко», Россия, Эл070), Tris Base 
(«ПанЭко», Россия, Х270), Tris-HCl («ПанЭко», Россия, 
Х280), NaCl («Пущинские лаборатории», Россия,  
PL-0773), NaOH («Пущинские лаборатории», Россия, 
PL-0761), SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain 
(Invitrogen, США), 3,7 % раствор формальдегида 
(«ХимМед», Россия, CS-T-55012), 0,3 % Triton X-100 
(Macklin, Китай, T6328-500mL), Mouse Monoclonal 
H2A.X phospho S139 antibody (Abcam, Ирландия,  
cat# ab26350), Donkey Anti-Mouse IgG H&L (Alexa 
Fluor® 488) (Abcam, Ирландия, cat# ab150105), DAPI 
(Sigma Aldrich (Merck), Индия, D9542), Mowiol® 4-88 
(Sigma Aldrich (Merck), Индия, 81381).

Клеточные линии. Клеточные линии ОМЛ THP-1 
и KG-1 получены из коллекции клеток Национально-
го медицинского исследовательского центра онколо-
гии им. Н.Н. Блохина. Клетки культивировали в пи-
тательной среде RPMI 1640 («ПанЭко», Россия)  
с добавлением 150 мг/мл L-глутамина, 50 ЕД/мл  

пенициллина, 50 мкг/мл стрептомицина («ПанЭко», 
Россия) и 10 % (для ТНР-1) и 20 % (для KG-1) эмбри-
ональной бычьей сыворотки («ПанЭко», Россия). 
Клетки инкубировали при 37 °C и 5 % CO

2
. Проверку 

на отсутствие микоплазмы проводили с помощью про-
филирования STR.

Измерение жизнеспособности клеток острого мие-
лоидного лейкоза. Клетки линий ОМЛ высеивали  
в 96-луночные планшеты в ранее подобранных коли-
чествах (для THP-1 – 37,5 тыс. клеток/мл, для KG-1 – 
150 тыс. клеток/мл) в 180 мкл среды. Далее их обраба-
тывали 5-азацитидином и/или эфавирензом общим 
объемом 20 мкл и инкубировали 72 ч с 5-азацитидином 
в максимальной конечной концентрации 100 мкМ  
с пошаговым уменьшением концентрации в 1,5 раза; 
эфавиренз добавляли в концентрации 50 мкМ как для 
THP-1, так и для KG-1. Жизнеспособность клеток ана-
лизировали на основе метаболической активности  
с добавлением 0,177 мг/мл резазурина за 8–10 ч до 
окончания времени инкубации. Результаты в виде ин-
тенсивности сигнала флуоресценции считывали на 
микропланшетном флуориметре Fluoroskan FL 
(Thermo Scientific, США). 

Полимеразная цепная реакция в реальном времени. 
Клетки THP-1 высеивали в количестве 100 тыс. клеток/мл 
в 24-луночных планшетах и инкубировали в течение 
120 ч с ГМА в различных концентрациях. По проше-
ствии 72 ч обновляли питательную среду с добавлени-
ем 50 % концентрации ГМА. Тотальную РНК экстра-
гировали реагентом ExtractRNA согласно протоколу 
производителя («Евроген», Россия). Общий пул РНК 
(1 мкг как из необработанных, так и из обработанных 
противоопухолевыми препаратами клеток) подверга-
ли ОТ с использованием MMLV-RT и случайных гек-
сануклеотидных праймеров в 20 мкл реакционной 
смеси в соответствии с протоколом производителя 
(«Евроген», Россия). Полимеразную цепную реакцию 
(ПЦР) в реальном времени проводили по стандартному 
протоколу с использованием 5 пар праймеров к 4 ам-
пликонам (некодирующим последовательностям 
LINE1), а также гену ORF1 LINE1 (табл. 1).

Каждая ПЦР основана на 5 нг ДНК, 1х ПЦР-буфе-
ре, 0,3 мМ dNTP, 3 мМ MgCl

2
, 0,2 ед. ДНК-полимера-

зы Syn Taq и 0,2 мкМ прямого и обратного праймеров 
в объеме реакционной смеси 25 мкл. ПЦР проводили 
с помощью системы CFX96 Touch™ (Bio-Rad 
Laboratories, #1855201, Россия) по протоколу: началь-
ный этап денатурации путем нагревания при 95 °C  
в течение 5 мин, затем 40 циклов по 15 с денатурации 
(при 95 °C), 20 с при соответствующей температуре  
(в зависимости от значений Tm используемого прай-
мера) и элонгация – 25 с при 72 °C. Экспрессию инте-
ресующего фрагмента LINE1 нормализовали по кон-
ститутивно экспрессируемым генам домашнего 
хозяйства RPL

0
 и GAPDH. Последовательности исполь-

зуемых праймеров представлены в табл. 1. Относитель-
ный уровень экспрессии рассчитывали для каждого 
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образца методом 2-∆∆Ct. Проводили не менее 5 биоло-
гических повторов на каждую точку. 

Анализ активации экспрессии LINE1, индуцирован-
ной 5-азацитидином и эфавирензом, с помощью иммуно-
флуоресцентного окрашивания антителами к ORF1 
LINE1 и последующей проточной цитометрии. Для ана-
лиза активации экспрессии LINE1, индуцированной 
5-азацитидином и эфавирензом, клетки ОМЛ высеи-
вали в 6-луночные планшеты (105 клеток на лунку  
в 2 мл RPMI). Клетки обрабатывали интересующими 
соединениями в нетоксичных концентрациях и инку-
бировали в течение 72 ч. Затем промывали 3 раза PBS 
и фиксировали в холодном 4 % параформальдегиде  
в течение 15 мин. После следующих 3 промывок PBS 
их пермеабилизировали холодным 0,3 % Triton-X100  
в течение 7 мин и блокировали бычьим сывороточным 
альбумином в течение 1 ч. Клетки были иммунофлуо-
ресцентно окрашены антителами к LINE1-ORF1, по-
следующее связывание со вторичными антителами 
AlexaFluor488 проводили в темноте. Клетки промыты 
PBS и проанализированы на проточном цитофлуориме-
тре BD FACSCanto™ II (BD Biosciences, США). Оценива-
ли долю клеток с высокоинтенсивным флуоресцентным 
сигналом и среднюю интенсивность флуоресценции 
клеток, нормализованную по отношению к контролю. 
Полученные данные проанализированы с помощью про-
граммного обеспечения Win-List™ 3D (версия 9.0.1, Verity 
Software House, США, https://www.vsh.com/products/
winlist/index.asp).

Анализ количества апоптотических и некротических 
клеток с помощью двойного окрашивания аннексин-
FITC/пропидий йодид и последующего анализа на про-
точном цитометре. Клетки окрашивали аннексином 
V-FITC и PI для оценки апоптоза методом проточной 

цитометрии в соответствии с инструкциями произво-
дителя для обнаружения апоптоза FITC Anexin V 
(Sigma-Aldrich, США). Клетки обрабатывали неток-
сичными концентрациями 5-азацитидина и эфавиренза 
в течение 72 ч. После этого их собирали, дважды промы-
вали ледяным PBS и ресуспендировали в 0,5 мл раствора 
аннексин/V-FITC/PI в течение 30 мин в темноте в соот-
ветствии с протоколом производителя. После окраши-
вания при комнатной температуре клетки анализирова-
ли с помощью проточного цитометра BD FACSCanto™ II 
(BD Biosciences, США). Для каждого образца проанали-
зированы 10 000 событий и проведена количественная 
оценка клеток с высокоинтенсивным флуоресцентным 
сигналом по FITC и/или PI с использованием программ-
ного обеспечения WinList™ 3D (версия 9.0.1, Verity 
Software House, США, https://www.vsh.com/products/
winlist/index.asp).

Метод ДНК-комет. Клетки линий THP-1 и KG-1 
высеивали по 100 тыс. клеток/мл в 6-луночных планше-
тах и инкубировали в течение 120 ч с 5-азацитидином  
в диапазоне концентраций от 0,5 до 20 мкМ для ТНР-1 
и от 0,12 до 8,5 мкМ для КG-1 с 20 мкM эфавирензом 
или без него. По прошествии 72 ч обновляли питатель-
ную среду с добавлением 50 % концентрации 5-азаци-
тидина и эфавиренза. Важными данными, получаемыми 
при проведении теста ДНК-комет, являются характери-
стики «хвоста кометы», соответствующие доле повреж-
денной ДНК. «Хвост кометы» представляет собой фрак-
цию относительно низкомолекулярной ДНК, 
образовавшейся в результате появления двух- и одноце-
почечных разрывов в высокомолекулярной хромосомной 
ДНК. «Момент хвоста» рассчитывается по формуле:

«Момент хвоста» = % ДНК в «хвосте» × длина «хвоста».

Таблица 1. Последовательности праймеров, используемых для амплификации фрагментов длинных диспергированных повторов LINE1

Table 1. Sequences of primers used to amplify fragments of long interspersed repeats LINE1

Амплифицируемый 
фрагмент 

Amplified fragment

Последовательность праймера 
Primer sequence

прямого (3’ → 5’) 
forward (3’ → 5’)

обратного (3’→ 5’) 
reverse (3’ → 5’)

LINE1 set1 GCCAAGATGGCCGAATAGGA AAATCACCCGTCTTCTGCGT

LINE1 set2 CGAGATCAAACTGCAAGGCG CCGGCCGCTTTGTTTACCTA

LINE1 set3 TAAACAAAGCGGCCGGGAA AGAGGTGGAGCCTACAGAGG

LINE1 set4 AGAGAGCAGTGGTTCTCCCA CAGTCTGCCCGTTCTCAGAT

LINE1 set5 (ORF1) ACCTGAAAGTGACGGGGAGA CCTGCCTTGCTAGATTGGGG

RPL0 CCTTCTCCTTTGGGCTGGTCATCCA CAGACACTGGCAACATTGCGGACAC

GAPDH GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA
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Показателем генотоксического действия является 
индекс повреждения (ИП), который вычисляли по 
формуле:

ИП =                                                                                      . 

Значение ИП >2 указывает на то, что исследуемое 
соединение обладает генотоксическими свойствами. 
Для статистического анализа различий величины «мо-
мента хвоста» использовали непараметрический кри-
терий Краскела–Уоллиса.

Клеточную суспензию центрифугировали в тече-
ние 5 мин при 1500 об/мин. Осадок промывали PBS  
и повторяли процедуру центрифугирования, далее 
осадок ресуспендировали в PBS из расчета 10 тыс. кле-
ток/мл. Полученную суспензию смешивали с предва-
рительно нагретой агарозой с низкой температурой 
плавления в соотношении 1:8 по объему, тщательно 
перемешивали и наносили 40 мкл суспензии на 20-лу-
ночное предметное стекло. После затвердевания стек-
ла погружали в 25 мл холодного лизирующего раство-
ра (10 мМ Tris HC; рН 10; 2,5 М NaCl; 100 мМ 
Na

2
EDTA) и инкубировали 90 мин при 4 °С. После 

окончания инкубации лизирующий раствор аспири-
ровали, слайды заливали 25 мл холодного щелочного 
раствора (500 мM Na

2
EDTA, pH 8; 300 мМ NaOH, pH 

>13) и инкубировали 30 мин при 4 °С. После лизиса 
слайды промывали TBE (Tris Base, Na

2
EDTA, борная 

кислота), помещали в горизонтальную электрофорез-
ную камеру, заполненную холодным TBE, и проводили 
электрофорез (1 В/см, 20 мин). Далее стекла промыва-
ли в дистиллированной воде 2 раза по 5 мин. Для де-
гидратации минигелей слайды помещали в 70 % этанол 
на 5 мин. После сушки на воздухе все образцы окра-
шивали красителем ДНК SYBR Gold для подсчета. 
Процент ДНК в «хвосте» подсчитывали с помощью 
программного обеспечения Comet Scoring Freeware 

(Version 2.0.0.0; http://rexhoover.com/). Для анализа 
взято не менее 100 клеток на каждую точку. 

Статистическая обработка данных. Эксперименты 
выполнены минимум в 2 биологических повторах. 
Средние значения и среднеквадратичные отклонения 
рассчитывали с помощью пакетов программ Microsoft 
Excel, OriginLab и GraphPad Prizm. Сравнение данных 
экспериментальной и контрольных групп проведено 
с использованием однофакторного дисперсионного 
анализа (ANOVA) и апостериорного теста Даннетта. 
Различия между группами считались значимыми при 
значении p <0,05.

Основой статистической обработки результатов 
для определения наличия статистически значимых 
различий между несколькими группами для одной не-
зависимой переменной являются случайность выбо-
рок, равенство размера выборки и нормальность рас-
пределений использованных выборок. Нормальность 
распределения данных оценивали с помощью теста 
Колмогорова–Смирнова. Статистический анализ про-
водили с использованием программного решения 
GraphPad Prism 8.3.0 (GraphPad Software Inc., США). 
Для теста ДНК-комет значимость различий между 
контрольными необработанными клетками и клетка-
ми, обработанными 5-азацитидином и эфавирензом, 
определялась с помощью теста ANOVA (непараметри-
ческий критерий Краскела–Уоллиса) и апостериор-
ного теста Даннетта. 

РЕзУЛьТАТы
Влияние эфавиренза на цитотоксическую активность 

5-азацитидина в отношении культивируемых клеток 
острого миелоидного лейкоза. При проведении сравни-
тельной оценки уровней цитотоксичности 5-азацити-
дина с эфавирензом и без него в отношении клеток 
линий ОМЛ человека (KG-1 и THP-1) использован 
резазуриновый тест (рис. 1). 

«Момент хвоста» в обработанных клетках

«Момент хвоста» в контрольных клетках

Рис. 1. Зависимость жизнеспособности клеток от концентраций 5-азацитидина на клеточных линиях THP-1 (a) и KG-1 (б) в присутствии  
и в отсутствие эфавиренза
Fig. 1. The dependence of cell viability on the concentration of 5-azacytidine on THP-1 (a) and KG-1 (б) cell lines in the presence and absence of efavirenz
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При этом эфавиренз использовали в нетоксичной 
для данных клеточных линий концентрации 20 мкМ 
(данные не представлены). На клеточной линии THP-1 
добавление эфавиренза несколько снижало жизнеспо-
собность клеток при всех исследуемых концентрациях 
5-азацитидина. На клеточной линии KG-1 экспери-
ментальные кривые по жизнеспособности клеток при 
воздействии 5-азацитидина в присутствии и в отсут-
ствие эфавиренза неоднократно пересекались. Это 
указывает на то, что при воздействии эфавиренза жиз-
неспособность клеток, обработанных 5-азацитиди-
ном, не подвергалась значительным изменениям.

На основе полученных экспериментальных кри-
вых для последующего анализа выбраны следующие 
нетоксичные концентрации 5-азацитидина: 5 мкМ для 
клеточной линии THP-1 и 0,5 мкМ для клеточной ли-
нии KG-1.

Проанализировано влияние нетоксичных концен-
траций 5-азацитидина на долю жизнеспособных кле-
ток при добавлении эфавиренза в концентрации  
20 мкМ с помощью определения доли клеток с марке-
рами раннего и позднего апоптоза и некроза. В обеих 
клеточных линиях эфавиренз не оказывал статистиче-
ски значимого влияния на жизнеспособность опухо-
левых клеток (рис. 2).

Влияние эфавиренза на индуцированную 5-азацити-
дином экспрессию LINE1. Для анализа изменения уров-
ня экспрессии ретротранспозонов в клеточных линиях 
ОМЛ человека использованы 2 альтернативных подхо-
да, один из которых – анализ активации экспрессии 
длинных диспергированных повторов 5-азацитидином 
с помощью ПЦР в реальном времени с применением  
5 пар праймеров к 4 ампликонам (некодирующим после-
довательностям LINE1), а также к гену ORF1 LINE1. 

*p <0,05    ***p <0,001

Рис. 2. Распределение популяции клеток на живые, апоптотические и некротические под действием комбинации 5-азацитидина и эфавиренза  
в нетоксичных концентрациях: а – клеточная линия THP-1; б – клеточная линия KG-1
Fig. 2. Distribution of the cell population into live, apoptotic and necrotic cells under the influence of a combination of 5-azacytidine and efavirenz at non-toxic 
concentrations: a – THP-1 cell line; б – KG-1 cell line

  Живые / Alive                 Ранний апоптоз / Early apoptosis                Поздний апоптоз / Late apoptosis                 Некроз / Necrosis

а
5-азацитидин 5 мкМ + эфавиренз 20 мкМ /  

5-azacitidine 5 µМ + efavirenz 20 µМ

5-азацитидин 5 мкМ / 5-azacitidine 5 µМ

0          10        20         30        40         50        60         70         80        90        100

Доля клеток, % / Proportion of cells, %

б
5-азацитидин 5 мкМ + эфавиренз 20 мкМ /  

5-azacitidine 5 µМ + efavirenz 20 µМ

5-азацитидин 5 мкМ / 5-azacitidine 5 µМ

0          10        20         30        40         50        60         70         80        90        100

Доля клеток, % / Proportion of cells, %

Рис. 3. Относительная экспрессия гена ORF1 LINE1 на клеточных линиях острого миелоидного лейкоза под действием 5-азацитидина, среднее 
значение ± стандартное отклонение: a – клеточная линия THP-1; б – клеточная линия KG-1. Статистическая обработка проведена с исполь-
зованием однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA)
Fig. 3. Relative expression of the ORF1 LINE1 gene under the influence of 5-azacytidine in acute myeloid leukemia cell lines, mean ± standard deviation:  
a – THP-1 cell line; б – KG-1 cell line. Statistical processing was performed using univariate analysis of variance (ANOVA)
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Результаты ПЦР-анализа продемонстрировали по-
вышение уровня экспрессии гена ORF1 LINE1 транспо-
зона LINE1 и других ампликонов LINE1, что свидетель-
ствует о целесообразности оценки уровня экспрессии 
белка ORF1 в популяциях обработанных и необработан-
ных клеток, окрашенных антителами к ORF1 LINE1,  
с помощью проточной цитометрии (рис. 3, табл. 2).

Под действием ГМА 5-азацитидина мы наблюдали 
дозозависимое увеличение средней интенсивности 
флуоресценции клеток, которая ассоциирована с ко-
личеством белка ORF1 LINE1, причем для клеточной 
линии THP-1 при его концентрации 5 мкМ и выше 
увеличение этого показателя было статистически зна-
чимым (рис. 4, a, б). Эфавиренз снижал экспрессию 

белка ORF1 LINE1, однако различия не были стати-
стически значимы относительно необработанных кле-
ток (рис. 4, в).

Влияние эфавиренза на генотоксический эффект 
5-азацитидина в клетках ТНР-1 и KG-1. Для оценки 
повреждений ДНК под действием гипометилирующих 
препаратов на клеточных линиях THP-1 и KG-1 ис-
пользован метод ДНК-комет.

В контрольных клетках, не подвергавшихся обработ-
ке, «момент хвоста» для THP-1 составил 1,14 ± 0,33 %, 
для KG-1 – 1,12 ± 0,2 %. В клетках, инкубированных 
в течение 24 ч с ифосфамидом в дозе 5 мг/мл для ТНР-1 
и 4 мг/мл для KG-1, «момент хвоста» оказался равен 
4,31 ± 1,28 и 4,02 ± 0,47 % соответственно, что под-

Таблица 2. Уровень экспрессии ампликонов LINE1 при обработке клеток 5-азацитидином в концентрациях 5 мкМ (THP-1)  
и 0,5 мкМ (KG-1)

Table 2. LINE1 amplicon expression levels in cells treated with 5-azacytidine at concentrations of 5 μM (THP-1) and 0.5 μM (KG-1)

Клеточная линия 
Cell line

Ампликон LINE1 
LINE1 amplicon

1 2 3 4 ORF1

THP-1 – + + + +

KG-1 – – + + –

Рис. 4. Влияние гипометилирующего препарата 5-азацитидин на экспрессию белка ORF1 LINE1 в клетках линии острого миелоидного лейкоза, 
среднее значение ± стандартное отклонение: а – клеточная линия THP-1; б – клеточная линия KG-1; в – в присутствии ингибитора обратной 
транскриптазы вирусов эфавиренза. Статистическая обработка проведена с использованием однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA)
Fig. 4. Effect of the hypomethylating drug 5-azacytidine on the expression of the ORF1 LINE1 protein in acute myeloid leukemia cell lines, mean ± standard 
deviation: a – THP-1 cell line; б – KG-1 cell line; в – in the presence of the viral reverse transcriptase inhibitor efavirenz. Statistical processing was performed 
using univariate analysis of variance (ANOVA)
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тверждает генотоксические свойства ифосфамида, 
проявляемые в клетках человека, и обосновывает его 
использование в качестве положительного контроля. 
Для клеток THP-1, обработанных 5-азацитидином, 
показано, что уже при нетоксичной концентрации  
5 мкМ происходит существенный рост величины  
«момента хвоста» относительно необработанных кле-
ток. Доля повреждений ДНК в клетках после инкуба-
ции с эфавирензом статистически не отличались от 
доли повреждений в группе отрицательного контроля, 
что свидетельствует об отсутствии повреждений ДНК 
под действием данного препарата в исследуемых кле-
точных линиях (табл. 3, рис. 5).

При обработке клеток ТНР-1 нетоксичной кон-
центрацией 5-азацитидина (5 мкМ) добавление эфа-
виренза вызывает значительное понижение количест-
ва повреждений ДНК (в среднем в 2,7 раза) (табл. 4, 
рис. 6).

Для клеток KG-1, обработанных 5-азацитидином, 
показано, что уже при нетоксичной концентрации 
0,25 мкМ происходит существенный рост величины 
«момента хвоста» относительно необработанных кле-
ток (табл. 5, рис. 7). 

При обработке клеток KG-1 нетоксичной концен-
трацией 5-азацитидина (0,5 мкM) эфавиренз вызывал 
значительное уменьшение количества повреждений 
ДНК (в среднем в 2 раза) (табл. 6, рис. 8).

Таблица 3. Уровень повреждений ДНК клеток THP-1 при обработке 5-азацитидином по данным теста ДНК-комет

Table 3. The level of DNA damage in THP-1 cells during treatment with 5-azacytidine according to the DNA comet assay

Группа 
Group

«Момент хвоста», медиана (Q
25

; Q
75

) 
“Tail moment”, median (Q

25
; Q

75
)

Индекс повреждения 
Damage index

Контроль 
Control

1,14 ± 0,330
(0,000; 1,714) –

Ифосфамид 5 мг/мл 
Ifosfamide 5 mg/ml

4,31 ± 1,281****
(0,06045; 4,295) 3,78

5-азацитидин 20 мкМ 
5-azacytidine 20 µM

2,66 ± 0,656****
(0,008144; 2,839) 2,33

5-азацитидин 10 мкМ 
5-azacytidine 10 µM

2,46 ± 0,355*
(1,500e-005; 3,026) 2,16

5-азацитидин 5 мкМ 
5-azacytidine 5 µM

1,89 ± 0,649***
(0,0005815; 2,673) 1,66

5-азацитидин 2 мкМ 
5-azacytidine 2 µM

1,25 ± 0,204
(0,000; 1,647) 1,09

*р ≤0,05. ***р ≤0,001. ****р ≤0,0001.
Примечание. Звездочками обозначены статистически значимые различия относительно группы 5-азацитидина. Здесь 
и в табл. 4–6: Q

25 
– 25-й

 
квартиль; Q

75
 –

 
7-й

 
квартиль.  

Note. The asterisks indicate statistically significant differences relative to the 5-azacitidine group. Here and in tables 4–6: Q
25

 – the 25th quartile; Q
75

 –  
the 7th quartile.

Рис. 5. Повреждения ДНК клеток THP-1 при обработке 5-азацити-
дином в ходе теста ДНК-комет. Нормальность распределения значе-
ний определяли с помощью критерия Колмогорова–Смирнова. Значи-
мость различий между клетками, обработанными 5-азацитидином  
и не обработанными им, оценивали с использованием теста ANOVA 
(непараметрический критерий Краскела–Уоллиса) и апостериорного 
теста Даннетта
Fig. 5. DNA damage in THP-1 cells treated with 5-azacytidine in the DNA comet 
assay. Normality of distribution of values was determined by the Kolmogorov–
Smirnov test. The significance of differences between control untreated cells and 
cells treated with 5-azacytidine was determined using the ANOVA test 
(nonparametric Kruskal–Wallis test) and Dunnett’s post hoc test

*р ≤0,05     ***р ≤0,001     ****р ≤0,0001
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Таблица 4. Уровень повреждений ДНК клеток THP-1 при обработке 5-азацитидином в комбинации с эфавирензом по данным 
теста ДНК-комет 

Table 4. The level of DNA damage in THP-1 cells during treatment with 5-azacytidine in combination with efavirenz according to the DNA comet assay

Группа 
Group

«Момент хвоста», медиана (Q
25

; Q
75

) 
“Tail moment”, median (Q

25
; Q

75
)

Индекс повреждения 
Damage index

Без обработки (контроль) 
Without treatment (control)

1,14 ± 0,330
(0,000; 1,714) –

Ифосфамид 5 мг/мл 
Ifosfamide 5 mg/ml

4,31 ± 1,281****
(0,06045; 4,295) 3,78

Эфавиренз 50 мкМ 
Efavirenz 50 µM

1,45 ± 0,498
(0,002182; 1,909) 1,27

5-азацитидин 5 мкМ 
5-azacytidine 5 µM

1,89 ± 0,649***
(0,0005815; 2,673) 1,66

5-азацитидин 5 мкМ + эфавиренз 20 мкМ 
5-azacytidine 5 µM + еfavirenz 20 µM

0,69 ± 0,068**
(0,00007; 0,8954) 0,60

**p ≤0,01.***р ≤0,001. ****р ≤0,0001.
Примечание. Звездочками обозначены статистически значимые различия относительно группы 5-азацитидина (5 мкМ). 
Note. The asterisks indicate statistically significant differences relative to the 5-azacitidine group (5 μM).

Рис. 6. Повреждения ДНК клеток THP-1 при обработке 5-азацитидином и эфавирензом в монорежиме или в комбинации в ходе теста ДНК-комет. 
Нормальность распределения значений определяли с помощью критерия Колмогорова–Смирнова. Значимость различий между необработанными клет-
ками и клетками, обработанными 5-азацитидином и эфавирензом, оценивали с использованием теста ANOVA (непараметрический критерий Кра-
скела–Уоллиса) и апостериорного теста Даннетта. Черными звездочками обозначены статистически значимые различия относительно группы 
контроля, красными – различия между группами 5-азацитидина в комбинации с эфавирензом и 5-азацитидина
Fig. 6. DNA damage in THP-1 cells treated with 5-azacytidine and efavirenz alone or in combination in the DNA comet assay. Normality of distribution  
of values was determined by the Kolmogorov–Smirnov test. The significance of differences between control untreated cells and cells treated with 5-azacytidine and 
efavirenz was determined using the ANOVA test (nonparametric Kruskal–Wallis test) and Dunnett’s post hoc test. The black asterisks indicate statistically significant 
differences relative to the control group, the red ones indicate the difference between the 5-azacitidine group in combination with efavirenz relative to the 
5-azacitidine group

**p ≤0,01    ***р ≤0,001    ****р ≤0,0001.
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Таблица 5. Уровень повреждений ДНК клеток KG-1 при обработке 5-азацитидином по данным теста ДНК-комет

Table 5. The level of DNA damage in KG-1 cells during treatment with 5-azacytidine according to the DNA comet assay

Группа 
Group

«Момент хвоста», медиана (Q
25

; Q
75

) 
“Tail moment”, median (Q

25
; Q

75
)

Индекс повреждения 
Damage index

Контроль 
Control

1,12 ± 0,197
(0,000; 1,524) –

Ифосфамид 4 мг/мл 
Ifosfamide 4 mg/ml

4,02 ± 0,468****
(0,000004; 5,414) 3,59

5-азацитидин 8,5 мкМ 
5-azacytidine 8.5 µM

5,43 ± 1,376****
(0,04131; 7,379) 4,85

5-азацитидин 5 мкМ 
5-azacytidine 5 µM

3,22 ± 0,904****
(0,003877; 3,952) 2,88

5-азацитидин 2,5 мкМ 
5-azacytidine 2.5 µM

2,70 ± 0,714****
(0,002830; 3,917) 2,41

5-азацитидин 1 мкМ 
5-azacytidine 1 µM

2,59 ± 0,506****
(3,550e-005; 3,611) 2,31

5-азацитидин 0,5 мкМ 
5-azacytidine 0.5 µM

2,08 ± 0,293*
(0,000; 2,533) 1,86

5-азацитидин 0,25 мкМ  
5-azacytidine 0.25 µM

1,61 ± 0,417*
(0,000006; 2,030) 1,44

5-азацитидин 0,12 мкМ 
5-azacytidine 0.12 µM

1,26 ± 0,039
(0,000; 1,239) 1,13

*р ≤0,05. ****р ≤0,0001.
Примечание. Звездочками обозначены статистически значимые различия относительно группы 5-азацитидина. 
Note. The asterisks indicate statistically significant differences relative to the 5-azacitidine group.

Рис. 7. Повреждения ДНК клеток KG-1 при обработке 5-азацитидином в ходе теста ДНК-комет. Нормальность распределения значений опре-
деляли с использованием критерия Колмогорова–Смирнова. Значимость различий между клетками, не обработанными и обработанными 5-аза-
цитидином, оценивали с помощью теста ANOVA (непараметрический критерий Краскела–Уоллиса) и апостериорного теста Даннетта 
Fig. 7. DNA damage in KG-1 cells treated with 5-azacytidine in the DNA comet assay. Normality of distribution of values was determined by the Kolmogorov–
Smirnov test. The significance of differences between control untreated cells and cells treated with 5-azacytidine was determined using the ANOVA test (nonparametric 
Kruskal–Wallis test) and Dunnett’s post hoc test

*р ≤0,05    ****р ≤0,0001
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Таблица 6. Уровень повреждений ДНК клеток KG-1 при обработке 5-азацитидином в комбинации с эфавирензом по данным 
теста ДНК-комет

Table 6. The level of DNA damage in KG-1 cells during treatment with 5-azacytidine in combination with efavirenz according to the DNA comet assay

Группа 
Group

«Момент хвоста», медиана (Q
25

; Q
75

) 
“Tail moment”, median (Q

25
; Q

75
)

Индекс повреждения 
Damage index

Контроль 
Control

1,12 ± 0,197
(0,000; 1,524) –

Ифосфамид 4 мг/мл 
Ifosfamide 4 mg/ml

4,02 ± 0,468****
(0,000004; 5,414) 3,59

Эфавиренз 50 мкМ 
Efavirenz 50 µM

1,01 ± 0,0001
(0,000; 0,7622) 0,90

5-азацитидин 0,5 мкМ 
5-azacytidine 0.5 µM

2,08 ± 0,293*
(0,000; 2,533) 1,86

5-азацитидин 0,5 мкМ + эфавиренз 20 мкМ 
5-azacytidine 0.5 µM +  еfavirenz 50 µM

1,03 ± 0,0002****
(0,000; 0,7717) 0,92

*р ≤0,05. ****р ≤0,0001.
Примечание. Звездочками обозначены статистически значимые различия относительно группы 5-азацитидина (0,5 мкМ). 
Note. The asterisks indicate statistically significant differences relative to the 5-azacitidine group (0.5 μM).

Рис. 8. Повреждения ДНК клеток KG-1 при обработке 5-азацитидином в комбинации с эфавирензом в ходе теста ДНК-комет. Нормальность 
распределения значений определяли по критерию Колмогорова–Смирнова. Значимость различий между клетками, не обработанными и обрабо-
танными 5-азацитидином, оценивали с помощью теста ANOVA (непараметрический критерий Краскела–Уоллиса) и апостериорного теста 
Даннетта. Черными звездочками обозначены статистически значимые различия относительно группы контроля, красными – различия между 
группами 5-азацитидина в комбинации с эфавирензом и 5-азацитидина
Fig. 8. DNA damage in KG-1 cells treated with 5-azacytidine in combination with efavirenz in the DNA comet assay. Normality of distribution of values was 
determined by the Kolmogorov–Smirnov test. The significance of differences between control untreated cells and cells treated with 5-azacytidine was determined 
using the ANOVA test (nonparametric Kruskal–Wallis test) and Dunnett’s post hoc test. The black asterisks indicate statistically significant differences relative 
to the control group, the red ones indicate the difference between the 5-azacitidine group in combination with efavirenz relative to the 5-azacitidine group

*р ≤0,05     ****р ≤0,0001
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ОБСУжДЕНИЕ
Прогресс технологий секвенирования ДНК при-

вел к открытию сложного ландшафта генома человека, 
в котором кодирующие последовательности составляют 
всего 1,2 % генома, в то время как остальная часть состо-
ит из некодирующей ДНК [12, 13]. В результате стало 
очевидным, что некодирующая ДНК, долгое время счи-
тавшаяся «мусорной» [14], выполняет множество регу-
ляторных функций. Около 45 % некодирующей ДНК 
состоит из различных семейств ретротранспозонов, сре-
ди которых наиболее распространены длинные диспер-
гированные повторы LINE1, занимающие 17–20 % ге-
нома человека. В опухолевых клетках при многих 
злокачественных новообразованиях наблюдаются гипо-
метилирование ДНК и дерепрессия ретротранспозонов 
LINE1 [15, 16], которые помимо влияния на профиль 
экспрессии генов сопровождаются массивной сомати-
ческой ретротранспозицией [17–19]. При аберрантных 
интеграциях LINE1 может происходить инициация 
двухцепочечных разрывов ДНК и негомологичного вос-
соединения концов (non-homologous end joining, NHEJ), 
а также удаление целых областей хромосом, что приво-
дит к сложным транслокациям и крупномасштабным 
перестройкам [20]. Таким образом, одним из последст-
вий активации LINE1 является повышение нестабиль-
ности генома опухолевых клеток, способствующее опу-
холевой прогрессии.

Ретротранспозиция LINE1 реализуется благодаря 
экспрессии кодируемого ими белка ORF2 LINE1, вы-
полняющего функции эндонуклеазы и ОТ – фермен-
та, обеспечивающего синтез ДНК на матрице РНК 
[10]. Этот фермент гомологичен ОТ, закодированной 
в геномах РНК-содержащих вирусов, что открывает 
возможность использования в онкологии антиретро-
вирусных препаратов, действие которых основано  
на ингибировании ОТ. Одним из наиболее эффектив-
ных ингибиторов ОТ ретровирусов, который в настоящее 
время используется в терапии почти 30 % ВИЧ-инфици-
рованных пациентов, является эфавиренз [21]. Он отно-
сится к препаратам I поколения класса ненуклеозидных 
ингибиторов ОТ ретровирусов, которые действуют алло-
стерически, изменяя конформацию фермента [22]. Ре-
зультаты доклинических исследований противоопухоле-
вых эффектов эфавиренза продемонстрировали, что он 
оказывает радиосенсибилизирующее действие на клетки 
BxPC-3 аденокарциномы поджелудочной железы и ин-
гибирует их колониеобразующий потенциал [23]. В клет-
ках недифференцированной карциномы щитовидной 
железы ARO и FRO, меланомы A-375, аденокарциномы 
молочной железы MCF7 и карциномы предстательной 
железы PC3, культивируемых in vitro, эфавиренз вызы-
вал снижение пролиферативной активности и индук-
цию процессов дифференцировки [10]. Кроме того, 
этот препарат успешно прошел ІІ фазу клинических 
испытаний по оценке эффективности и безопасности 
при метастатическом кастрационно-резистентном ра-
ке предстательной железы [24].

В то же время возможности применения эфави-
ренза в комбинации с ГМА до настоящего времени не 
проанализированы. В нашем исследовании с помо-
щью теста на жизнеспособность клеток по уровню 
метаболизма резазурина мы продемонстрировали, что 
данный препарат не изменяет цитотоксическое дейст-
вие 5-азацитидина на культивируемые in vitro клетки 
линий ОМЛ THP-1 и KG-1. К настоящему моменту 
опубликовано лишь одно исследование, результаты 
которого показали, что слаботоксичная концентрация 
для клеток THP-1 составила 44 мкМ [25]. Это согласу-
ется с полученными нами данными о цитотоксичности 
эфавиренза. В то же время такие результаты свидетель-
ствуют о том, что эфавиренз не должен влиять на про-
тивоопухолевый эффект 5-азацитидина. Согласно по-
лученным нами данным этот препарат статистически 
значимо не влиял на уровень экспрессии LINE1, ин-
дуцированой 5-азацитидином. Поскольку повышение 
уровня экспрессии LINE1 является одним из путей 
активации интерферонового сигналинга 1-го типа [26], 
мы рассматриваем этот факт как аргумент в пользу эф-
фективности 5-азацитидина в комбинации с эфави-
рензом. Согласно результатам нашего исследования 
при применении такой комбинации препаратов отме-
чается статистически значимое снижение генотоксич-
ности 5-азацитидина. Таким образом, на культивиру-
емых in vitro клетках ОМЛ линий THP-1 и KG-1 мы 
продемонстрировали перспективность использования 
ГМА 5-азацитидина в комбинации с ненуклеозидным 
ингибитором ОТ ретровирусов эфавирензом в качест-
ве препарата, не влияющего на противоопухолевое 
действие ГМА, но улучшающего отдаленные послед-
ствия такого воздействия путем повышения стабиль-
ности генома. 

В то же время нельзя не отметить потенциальное 
ограничение возможности применения эфавиренза  
в клинической практике. При использовании данного 
препарата в стандартном протоколе лечения ВИЧ-ин-
фицированных пациентов уже через 48 ч возникали 
гепатотоксические и нейротоксические эффекты, что 
являлось причиной прекращения антиретровирусной 
терапии в 1/3 случаев [27–30]. Одним из основных ме-
ханизмов токсического действия эфавиренза было на-
рушение функционального состояния митохондрий 
путем ингибирования комплекса I дыхательной цепи  
и в результате активации оксидазы, индуцируемой ок-
сидом азота [31–33]. Структурные нарушения митохон-
дрий приводили к высвобождению цитохрома С и ин-
дукции митохондриального пути апоптоза [30, 34]. 
Предполагаемой причиной митохондриальной токсич-
ности эфавиренза является его липофильность, которая 
обеспечивает накопление в митохондриях данного 
соединения в значительных количествах [29].

Следует учитывать и побочные эффекты 5-азацити-
дина. В частности, этот препарат является индуктором 
апоптоза, сопровождающегося снижением митохонд-
риального мембранного потенциала и высвобождением 
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цитохрома С, вызывает разобщение процессов окис-
ления и фосфорилирования в митохондриях, а также 
усиливает пролиферацию и хемирезистентность опу-
холевых клеток [35–38]. Перечисленные побочные 
эффекты эфавиренза и 5-азацитидина следует учиты-
вать при дальнейшей разработке схем лечения онко-
логических заболеваний на основе комбинированно-
го применения данных соединений. 

Положительный опыт применения в клинической 
практике 5-азацитидина или децитабина в комбина-
ции с ингибиторами ОТ ВИЧ, в том числе эфавирен-
зом, описан в публикациях по терапии ВИЧ-инфици-
рованных пациентов с миелодиспластическим синдро- 
мом и ОМЛ, что согласуется с результатами нашего 
исследования [39, 40].

зАКЛючЕНИЕ
Согласно результатам исследования на клетках ОМЛ 

линий THP-1 и KG-1 ненуклеозидный ингибитор ОТ 

ретровирусов эфавиренз не влияет на индуцированные 
ГМА 5-азацитидином цитотоксический эффект и акти-
вацию LINE1. К настоящему моменту получены данные  
о том, что ГМА вызывают не только изменение профиля 
экспрессии генов, но и, активируя экспрессию ретро-
транспозонов, индуцируют интерфероновый сигналинг 
1-го типа, что вносит вклад в их противоопухолевое 
действие. В то же время активация ретротранспозонов 
приводит к повышению уровня генетической нестабиль-
ности, что способствует прогрессии опухоли.

Полученные нами данные свидетельствуют о воз-
можности снижения генотоксичности 5-азацитидина 
при его использовании в комбинации с эфавирензом. 
Это открывает новые возможности для поиска более 
безопасной и эффективной противоопухолевой тера-
пии ОМЛ и свидетельствует о необходимости дальней-
ших доклинических и клинических испытаний  
по изучению комбинирования ГМА с ингибиторами 
ОТ ретровирусов в лечении ОМЛ. 
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