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Противоопухолевые антибиотики группы антрациклинов (адриамицин, дауноруби- 
цин и др.) являются высокоэффективными препаратами, используемыми в химиотерапии 
лейкозов, лимфолейкозов, лимфогранулематоза и других опухолей. Основными по
бочными эффектами адриамицина (АДР) при химиотерапии опухолей являются кардио- 
и нефротоксичность, что ассоциировано со способностью АДР активировать продукцию 
свободных радикалов, увеличивать внутриклеточное содержание ионов Са2+, усиливать 
синтез простагландинов и взаимодействовать с молекулами иммуноглобулинов, образуя 
иммунные комплексы [4,5,8,13].

Основной мишенью действия АДР в опухолевых клетках является ядерный белок— 
ДНК-топоизомераза II, участвующий в репликации суперскрученной спирали ДНК. АДР 
в силу своей ДНК-интеркалирующей активности стабилизирует комплекс ДНК-ДНК- 
топоизомераза II, в результате чего раскручивание спирали ДНК становится необрати
мым [9,10]. При взаимодействии АДР с опухолевыми клетками происходит также индук
ция синтеза кислородсодержащих свободных радикалов в силу наличия в антрациклино- 
вом кольце хиноидной группы, подвергающейся циклическому окислению — восстанов
лению [13]. Ионы как железа, так и других переходных металлов принимают активное 
участие в генерации свободных радикалов при действии АДР путем циклического вос
становления хиноидного кольца и переноса электронов из С-14-гидроксильной группы 
молекулы АДР на ион переходного металла, что имеет место, например, при образовании 
комплекса АДР-Fe3* [11].

Ранее нами было показано, что АДР и его комплексы с ионами металлов переходной 
валентности (АДР-Со2"՜, АДР-Си2+, АДР-Fe3*) проявляют способность стимулировать как 
конститутивный, так и индуцибельный синтез и секрецию молекул иммуноглобулинов 
В-клеточными гибридомами и лимфоцитами периферической крови человека в культуре 
[1,3,6,15], а также стимулируют индукцию гуморального и клеточного иммунного ответа 
тонизиллярных лимфоцитов к различным бактериальным антигенам [2]. АДР и его ме- 
таллокомплексы обладают выраженной дозозависимой антибактериальной активностью и 
способны подавлять рост патогенных бактерий, чувствительных и резистентных как к 
дезинфектантам, так и к антибиотикам. Нами было обнаружено также, что молекула АДР 
проявляет способность связываться с моноклональными антителами и сывороточными 
иммуноглобулинами в участках, отличных от антигенсвязывающих доменов этих моле
кул, что рассматривается в качестве модели индукции адаптивного ответа В-клеток в ус
ловиях действия цитотоксических препаратов in vitro [1,6,7]. Нами было показано также, 
что АДР вызывает увеличение экспрессии гена тяжелой цепи иммуноглобулинов под
класса Ga в клетках мышиной гибридомы и индуцирует апоптоз клеток в культуре [12].

Целью настоящей работы явилось изучение противоопухолевой активности АДР и 
его комплексов АДР-Со24՜, АДР-Си2+, АДР-Fe34՜, а также механизма действия этих препа
ратов на модели клеток рака гортани линии Нер-2 и тонзиллярных лимфоцитов человека 
в культуре.
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Материал и методы
Комплексы АДР-Со2*, АДР-Си2*, АДР-Fe3* готовили в молярном соотношении 

АДР-металл 3:1 по методике, предложенной Hasinoff в нашей модификации [4,8,11]. 
Тонзиллярные лимфоциты выделяли из небных миндалин больных хроническим тонзил
литом по ранее описанной нами методике [2]. Лимфоциты культивировали в среде 
RPMI-1640, содержащей 2мМ Լ-глютамина, \мМ пирувата натрия, 50МкМ 2- 
меркаптоэтанола, 50мкг/мл гентамицина и 20% эмбриональной телячьей сыворотки 
(Serva). Для поликлональной активации тонзиллярных лимфоцитов 3.5x10* в1 мл клеток 
культивировали в течение 3 и 6 дней в присутствии 5мкг/мл митогена лаконоса (МЛ) при 
37°С. Выживаемость лимфоцитов определяли после 3- или 6-дневного культивирования 
в присутствии 2мкг/мл АДР, АДР-Со2*, АДР-Си2*, АДР-Fe3* с помощью окрашивания 
клеток 0.1% раствором трипанового синего (Sigma) в 0.9% растворе NaCl. Для изучения 
влияния АДР и его комплексов на образование супероксвд-аниона культивируемыми 
лимфоцитами использовали описанный в литературе метод[14] восстановления цитохро
ма-С и нитросинего тетразоля (НСТ). Определение перекисного окисления липидов 
(ПОЛ) проводили общепринятым методом [9]. Активность миелопероксидазы (АМП) и 
цитохимический коэффициент определяли по описанному в литературе методу [10]. 
Клетки рака гортани человека линии Нер-2 культивировали в среде DMEM, содержащей 
2мМ Լ-глютамина, 1мМ пирувата натрия, 50 мкМ 2-меркаптоэтанола, 50 мкг/мл гентами
цина и 20% эмбриональной телячьей сыворотки (Serva). Противоопухолевый эффект 
препаратов изучали с использованием описанного нами ранее спектрофотометрического 
метода [1]. Клетки Нер-2 культивировали в 96-луночных плашках в присутствии или от
сутствии 10—70 мкЛ/АДР, АДР-Со2*, АДР-Си2*, АДР-Fe3* 5мМ аскорбиновой кислоты и 
препарата плацентарного гамма-глобулина, содержащего ]Лмг/мл иммуноглобулина G. 
Цитотоксический индекс (ЦИ) определяли по формуле

ЦИ=Г1- ОП ° опыте Լ)00>
Լ ОП в контроле )

где ОП — оптическая плотность при длине волны 540нм.

Результаты и обсуждение
Для изучения цитотоксического действия АДР, АДР-Со2*, АДР-Си2*, АДР-Fe3* в 

культуре нами были проведены эксперименты с использованием тонзиллярных лимфо
цитов человека в течение 3 и 6 дней культивации клеток в присутствии или отсутствии 
поликлонального стимулятора клеток — МЛ (рис. 1). Из представленных данных следует, 
что АДР, АДР-Со2* и АДР-Fe3* не вызывают гибели нестимулированных тонзиллярных 
клеток при 3-дневной инкубации. В то же время АДР-Cu2* вызывает гибель не
значительного числа клеток по сравнению с контролем. На 6-й день культивирования 
наблюдалось увеличение гибели клеток под действием АДР-Cu2*, а также гибель не
значительного числа нестимулированных МЛ лимфоцитов под влиянием АДР, АДР-Со2*, 
АДР-Cu2* , АДР-Fe3* (рис.1А). Изучение выживаемости тонзиллярных лимфоцитов, сти
мулированных МЛ, выявило незначительную гибель клеток под действием АДР-Cu2* на 
3-й день культивирования, а также гибель клеток в присутствии АДР и его металлоком- 
плексов на 6-й день инкубации (рис. 1Б).

Таким образом, результаты проведенных нами исследований свидетельствуют о том, 
что АДР и его металлокомплексы не обладают выраженной цитотоксичностью по отно
шению к нестимулированным лимфоцитам, но цитотоксический эффект усиливается при 
индукции синтеза ДНК в клетках в присутствии митогена. Следует отметить, что наи
большей цитотоксической активностью обладает комплекс АДР-Си2*.

С целью изучения цитотоксического действия АДР и его металлокомплексов на ак
тивно пролиферирующие клетки в культуре нами были проведены эксперименты с ис
пользованием клеток рака гортани человека линии Нер-2.
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Рис. 1. Выживаемость нестимулированных (А) и МЛ-стимулированных (Б) тонзиллярных 
лимфоцитов человека под действием АДР и его мсталлокомплексов.

По оси ординат: количество клеток х10* в 1 мл; по оси абсцисс: а - инкубация 
клеток в течение 3 дней; б - инкубация клеток в течение 6 дней. 1 - контроль; 2 - АДР; 
3 -АДР- Fe1*, 4 - АДР-Си2*, 5 -АДР-Со2*

Результаты проведенных нами экспериментов представлены на рис. 2. Как следует из 
представленных данных, при концентрации препаратов 20 и 10 мкг/мл противоопухоле
вый эффект АДР нс отличается, от его металлокомплексов. В то же время при низкой 
концентрации указанных препаратов — 5 мкг/мл противоопухолевое действие АДР-Fe1* и 
АДР-Cu2* выражено более сильно, чем эффекты АДР и АДР-Со2*. Следует отметить так
же, что, в отличие от АДР и АДР-Со2* противоопухолевый эффект АДР-Fe2* и АДР-Си2* 
не характеризуется дозозависимостью, так как при различных концентрациях противо
опухолевые эффекты АДР-Fe1* и АДР-Cu2* в культуре (ЦИ) оказываются весьма сходны
ми. Цитотоксическое действие АДР и АДР-Со2* на клетки Нер-2 оказывается очень 
сходным и характеризуется дозозависимостью.

а* Вб Вв

Рис.2 Противоопухолевое действие АДР и его металлокомплексов на культивируемые клетки линии 
Нер-2. По оси абсцисс — ЦИ, по оси ординат — концентрация АДР и его металлокомплексов: 

а — 5, б —10 и в — 20мкг/мл

Таким образом, результаты проведенных нами исследований свидетельствуют о том, 
что комплексообразование АДР с ионами металлов переходной валентности Fe1* и Си2* 
приводит к усилению протовоопухолевого действия АДР. Эти данные согласуются с дан
ными литературы о том, что в механизме цитотоксического действия АДР на опухолевые 
клетки большое значение имеет процесс внутриклеточного комплексообразования АДР с 
ионами Fe1* и что при добавлении в среду культивирования хелатирующего железо 2- 
бипиридина противоопухолевый эффект АДР сильно ингибируется [7].

С целью изучения механизма цитотоксического действия АДР и его металлоком
плексов нами были проведены эксперименты по изучению влияния этих препаратов на 
синтез свободных радикалов тонзиллярными лимфоцитами в культуре. Результаты про
ясненных нами исследований представлены в табл. 1. Как следует из представленных 
данных, наибольшей активностью генерировать супероксиданион (по восстановлению 
НСТ до диформазана) обладает АДР-Fe2*, в присутствии которого на 45% усиливается 
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восстановление НСТ по сравнению с контролем. Комплексы АДР-Cu3՜ и АДР-Со2* вы
зывали увеличение образования супероксиданиона на 23 и 18% соответственно. В то же 
время АДР проявлял минимальную активность к синтезу Օշ по сравнению с его метал- 
локомплексами. Аналогичные результаты нами были получены при исследовании реак
ции восстановления цитохрома С. Максимальной активностью к индукции восстановле
ния цитохрома С обладает комплекс АДР-Fe3* (на 54% больше контроля), затем АДР- 
Си2* (на 40%). АДР и АДР-Со2* индуцировали восстановление цитохрома С в одинаковой 
степени (на 26%). Как показали результаты сравнительного анализа влияния АДР и его 
металлокомплексов на ПОЛ тонзиллярных лимфоцитов in vitro, наиболее выраженный 
эффект обнаруживается в присутствии АДР-Со2+ (на 41%), наименьший АДР-Cu2* (на 
9%). АДР и АДР-Fe3* занимали промежуточное положение по своему влиянию на ПОЛ 
(на 26 и 15% соответственно).

Таблица 1
Влияние АДР и его металлокомплексов на синтез свободных радикалов в лимфоцитах человека

Условия эксперимента Восстановление ПОЛ
НСТ цитохром С

Контроль 0.119 0.35 0.054
АДР 0.122 0.44 0.068

АДР-Fe3* 0.173 0.54 0.062
АДР-Си2* 0.146 0.49 0.059
АДР-Со2* 0.140 0.44 0.076

Примечание. Цифры в таблице обозначают ОП при 54Сяа՛.

Таким образом, как АДР, так и его комплексы с Fe3*, Си2* и Со2* способны индуци
ровать синтез свободных радикалов, причем эта способность варьирует в зависимости от 
металла, используемого для комплексообразования с АДР. Из изученных металлоком
плексов наибольшей активностью к индукции синтеза свободных радикалов обладали 
АДР-Fe3* и АДР-Cu2*, а к ПОЛ-АДР-Со2* и АДР.

В табл. 2 представлены результаты проведенных нами экспериментов по изучению 
влияния АДР и его комплексов с металлами переходной валентности на активность мие
лопероксидазы (АМП) тонзиллярных лимфоцитов. Как видно из представленных дан
ных, в присутствии АДР, АДР-Fe3* и АДР-Cu2* наблюдается некоторое подавление АМП 
как в процентном отношении, так и в отношении цитохимического коэффициента(ЦК). 
Наибольшим ингибирующим эффектом при этом обладали АДР-Fe3* и АДР-Си2*.

Действие АДР и его металлокомплексов на активность миелопероксидазы
Таблица 2

Условия эксперимента АМП,% ЦК
Контроль 8312 3±0.3
АДР 7810.8 1.9Ю.5
Контроль 8615.9 2.2Ю.5
АДР-Fe1* 6412 0.810.3.
Контроль 8312 3.2Ю.З
АДР-Си2* 7111 2.4Ю.2
Контроль 8116 2.810.5
АДР-Со1* 8316 310.5

В то же время в присутствии АДР-Со2* наблюдается очень незначительная стимуля
ция АМП на 2.5% и ЦК на 7%. Способность АДР и его металлокомплексов изменять 
активность миелопероксидазы, возможно, связана с увеличением продукции свободных 
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радикалов под влиянием этих препаратов или с потерей фермента при секреторной де֊ 
грануляции, индуцированной мембранотропными эффектами АДР и АДР - Со

Таким образом, как по активности противоопухолевого действия, так и по способно
сти индуцировать синтез свободных радикалов АДР и его металлокомплексы можно раз- 
цглмть на две группы: первую труппу составляют молекулы АДР-Fe5* и АДР-Cu , кото
рые обладают весьма выраженной протовоопухолевой (клетки линии Нер-2) и цитоток
сической активностью (тонзиллярные лимфоциты), а также выраженной способностью 
индуцировать синтез свободных радикалов в культуре. АДР- Fe3* и АДР-Cu обладают 
способностью подавлять активность миелопероксидазы и слабо индуцировать ПОЛ.

Рис. 3. Влияние аскорбиновой кислоты (а) и иммуноглобулинов 
(б) на противоопухолевый эффект АДР и его металлокомплексов 
в культуре.
По оси абсцисс - ЦИ. Концентрация препаратов АДР, АДР- 
Со2՜, АДР- Fe5* и АДР-Cu1* равна Юмк^мл. К — контроль 
(отсутствие аскорбиновой кислоты и иммуноглобулинов)

дят АДР и АДР-Со2*, кото
рые характеризуются дозо
зависимой противоопухоле
вой активностью и низкой 
способностью индуцировать 
синтез свободных радика
лов. В то же время АДР и 
АДР-Со2* обладают способ
ностью индуцировать ПОЛ.

С целью изучения взаи
мосвязанности противоопу
холевой активности препа
ратов АДР с их способно
стью индуцировать синтез 
свободных радикалов нами 
были проведены экспери
менты по изучению влияния 
известного антиоксиданта— 
аскорбиновой кислоты на 

противоопухолевый эффект АДР и его металлокомплексов к клеткам линии Нер-2. Как 
показали результаты проведенных исследований, в присутствии избыточной концентра
ции аскорбиновой кислоты подавляется цитотоксическая активность лишь АДР (рис. 3). 
Противоопухолевые эффекты металлокомплексов АДР в культуре при этом характеризо
вались отсутствием чувствительности к антиоксидантному действию аскорбиновой ки
слоты. Неэффективность протективного эффекта аскорбиновой кислоты по отношению 
к противоопухолевому действию АДР-Fe3* , АДР-Со2*, АДР-Cu2*, по- видимому, связана 
с протеканием реакций Хабера-Вейса или Фентона при участии ионов переходных ме
таллов и усилением скорости реакций циклического окисления—восстановления хиноид
ной структуры АДР [11].

На рис. 3 представлены также результаты влияния экзогенных иммуноглобулинов на 
противоопухолевый эффект АДР и его комплексов. Как следует из представленных дан
ных, иммуноглобулин подавляет цитотоксический эффект АДР и АДР-Cu2*, в то время 
как противоопухолевый эффект АДР- Fe3* и АДР-Со2* в культуре слабо подавляется эк
зогенными иммуноглобулинами.

Ранее нами было показано, что, как АДР, так и его металлокомплексы способны не- 
снецифически взаимодействовать с молекулами иммуноглобулинов, продуцируемыми 
гибридомными клетками в культуре [1,5,8]. Повышенная способность гибридомных кле
ток с фенотипом множественной лекарственной устойчивости продуцировать монокло
нальные антитела в присутствии селективных агентов АДР и бромистого этидия, а также 
иммуноглобулин-связываюшая активность АДР ранее нами была интерпретирована как 
развитие адаптивного ответа клеток в условиях действия цитотоксических препаратов в 
культуре [1,5-7]. Подавление противоопухолевой активности АДР молекулами иммуног
лобулинов, по-видимому, отражает недостаточно высокую клиническую эффективность 
этого препарата при лечении множественных миелом, которые характеризируются по
вышенной секрецией моноклональных антител и белков Бенс-Джонса [14].
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Резюмируя результаты проведенных нами исследований, можно сделать заключение 
о том, что комплексообразование АДР с ионами переходных металлов приводит к усиле
нию противоопухолевого действия этого препарата.

Поступила 07.02.00

ԱԴՐԻԱՄԻՑԻՆԻ ԵՎ ՆՐԱ ՄԵՏԱՂԱՅԻՆ ԿՈՄՊԼԵՔՍՆԵՐԻ ՀԱԿԱՈՒՌՈՒՑՔԱՅԻՆ 
ԱԿՏԻՎՈՒԹՅՈՒՆԸ

Տ.Կ. Դավթյան
Ուսումնասիրվել է աղրիամիցինի (ԱԴՐ) և նրա փոփոխական վալենտականությամբ իոններով 

մետաղային կոմպլեքսների հակաուռուցքային ակտիվությունը մարդու միսագեն- ակտիվացված լիմֆոցի
տներում ե բջիջների Hep -2 գծի կուլտուրայում:

Ցույց է տրված, որ ԱԴՐ - Fe3’ ե ԱԴՐ - Си1* օժտված են ավելի արտահայտված հակաուռուցքային 
ակտիվությամբ, քան ԱԴՐ և ԱԴՐ֊ Co3*:

ԱԴՐ ե նրա մետաղային կոմպլեքսները ինդուցում են ազատ ռադիկալների սինթեզը և առաջացնում 
կուլտիվացվող բջիջների լիպիդների պերօքսիդային օքսիդացում:

Նշված դեղամիջոցները կարող են նույնպես ընկճել մարդու լիմֆոցիտների միելոպերօքսիդազային 
ակտիվությունը կուլտուրայում:

Ցույց է տրված, որ ի տարբերություն ԱԴՐ- Fc3*, ԱԴՐ - Си2* և ԱԴՐ Co2*, ԱԴՐ-ի հակաուռուցքային 
ակտիվությունը ճնշվում է ասկորրինաթթվի հ իմունագլորուլինների ազդեցության տակ:

ANTITUMOR ACTIVITY OF ADRIAMICYN AND ITS METAL COMPLEXES

T.K. Davtyan
The antitumor activity of adriamicyn (ADR) and its complexes with transitory metal ions 

has been investigated on the model of mitogen-activated human lymphocytes and Hep-2 cells 
line in culture. It has been shown that ADR Fe3+ and Cu2+ have more potent antitumor activity 
in comparison with ADR and ADR- Co2+.ADR and its metal complexes are able to induce 
synthesis of free radicals and cause lipid peroxidation of cells in culture. The indicated agents are 
able to suppress as well the activity of human lymphocytes myeloperoxidase in vitro.lt has been 
shown as well that ADR cytotoxic action in comparision with ADR -Fe5*՜, ADR- Cu2+ and 
ADR- Co2*՜ is suppressed in the presense of ascoibinic acid and immunoglobulines.
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