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РЕФЕРАТ

Бесфосфорные алкильные катионные глицеролипиды вызывают гибель опухолевых клеток при минимальном по-

вреждении эритроцитов. В работе установлено, что низкая гемолитическая активность обусловлена слабой спо-

собностью указанных соединений нарушать целостность липосом, моделирующих состав клеточных мембран. Сла-

бая гемолитическая активность определяет преимущество бесфосфорных алкильных катионных глицеролипидов 

перед фосфорсодержащим липидом эдельфозином, вызывающим гемолиз.
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ABSTRACT

Nonphosphorous alkyl cationic glycerolipids cause death of tumor cells with minimal damage of erythrocytes. In this article 

we demonstrate, that low hemolytic activity of these compounds can be explained by their weak ability to damage the integrity 

of liposomes whose composition models that of cell membranes. Poor hemolytic activity makes non-phosphorous alkyl 

cationic glycerolipids potentially advantageous over the hemolytic, phosphorus containing lipid drug edelfosine.
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ВВЕДЕНИЕ

Алкильные глицеролипиды с короткоцепочечным гидро-
фобным заместителем, присоединенным ко 2-му атому 
глицеринового остова простой эфирной связью, — 
перспективный класс противоопухолевых соединений. 
Наиболее известен эдельфозин (1-октадецил-2-метил-
rac-глицеро-3-фосфохолин (I; рис. 1) — препарат с 
преимущественной токсичностью для опухолевых клеток 
различного тканевого происхождения. Показана способ-
ность I вызывать апоптоз клеток линий HL-60 (лимфо-
цитарный лейкоз), CEM (Т-клеточный лейкоз), HUT-78 
(Т-клеточная лимфома) [1, 2].

Основным недостатком эдельфозина является его 
выраженная способность разрушать эритроциты [3]. 
С целью снижения гемолитического эффекта эдельфозин 
заключают в липосомы, содержащие диолеоилфосфатиди-
лэтаноламин, холестерин или диолеоилфосфатидилхолин 
(ДОФХ) [4]. При использовании липосом, содержащих 
холестерин, гемолитическая способность эдельфозина 
ослабляется [5, 6]. Необходимость снижения гемолити-
ческого эффекта послужила причиной проведения струк-

турно-функциональных исследований, цель которых — 
создание аналогичных по противоопухолевому действию 
соединений, не повреждающих эритроциты.

Химическая структура и свойства бесфосфорных 
алкильных катионных глицеролипидов и эдельфозина 
сходны [7]. Мы выявили наиболее активные бесфос-
форные алкильные катионные глицеролипиды, катионные 
домены которых представлены гетероциклическими про-
изводными: rac-N-{4-[(2-этокси-3-октадецилокси)проп-
1-илоксикарбонил]бутил}пиридинийбромид (II), rac-N-
{4-[(2-этокси-3-октадецилокси)проп-1-илоксикарбонил]
бутил}-N-метилимидазолийиодид (III), rac-N-{4-[(2-
этокси-3-октадецилокси)проп-1-илоксикарбонил]
бутил}-N-этилимидазолийиодид (IV) (см. рис. 1). 
Об наружен существенно менее выраженный гемолити-
ческий эффект соединений II–IV по сравнению с I [8]. 
Эти данные получены для цитотоксических концентраций 
II–IV (12–25 мкМ) и эквитоксических концентраций I 
(2–8 мкМ).

Механизм гемолиза — повреждение плазматиче-
ской мембраны эритроцитов. В настоящем исследовании 
изучена возможность такого повреждения в физико-
химической системе: соединения I–IV инкубировали с 
искус ственными липосомами, в состав которых входят 
важнейшие липиды клеточных мембран: фосфатидил-
холины и холестерин [9]. Внутрь таких частиц помещают 
краситель карбоксифлюоресцеин, не образующий 
хи мические связи с компонентами липосомы. Если 
целостность стенки липосомы нарушается экзогенным 
соединением, карбоксифлюоресцеин вытекает в окру-
жающее пространство, что обнаруживается по нарас-
танию флюоресценции в растворе с суспендированными 
липосомами. Мы использовали этот тест для анализа 
способности I–IV нарушать целостность липосом — 
модель прямого повреждения клеточных мембран.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Приготовление липосом
Все реактивы приобретены в компании Sigma-

Aldrich (США). Липосомы, нагруженные карбокси-
флюоресцеином, получали по ранее опубликованному 
методу [9]. Смесь 5 мг ДОФХ и 5 мг холестерина рас-
творяли в 200 мкл хлороформа, упаривали в токе азота 
и высушивали в течение 1 ч при давлении 0,1 мм рт. ст. 
К полученной липидной пленке добавляли 1 мл буфер-
ного раствора, содержащего 10 мМ Tрис-основания, 
10 мМ 2-N-морфолиноэтансульфоновой кислоты, 
100 мМ калия хлорида и 70 мМ карбоксифлюоресцеина 
(буфер А), обрабатывали ультразвуком в течение 5 мин 
и подвергали пяти циклам замораживания-оттаивания, 
встряхивая взвесь после каждого цикла. Полученную 

Рис. 1. Структурные формулы противоопухолевых липидов

I — эдельфозин; II–IV — бесфосфорные алкильные катионные 

глицеролипиды; Х — полярный домен; У — противоион.
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смесь мультиламеллярных липосом пропускали через 
поликарбонатный фильтр с порами диаметром 0,1 мкм, 
используя мини-экструдер (Avanti Polar Lipids, США). 
He включившийся в липосомы карбоксифлюоресцеин от-
деляли гель-хроматографией на колонке 0,5  18 см, за-
полненной сефадексом G-50 и уравновешенной буфером 
А, не содержавшим карбоксифлюоресцеина.

Изучение вытекания карбоксифлюоресцеина под действием 
I–IV

Суспензию липосом, очищенных от несвязанного 
карбоксифлюоресцеина, помещали в кювету, добавляли 
буфер А до конечного объема 2 мл и вносили соединения 
I–IV. Изменение флюоресценции регистрировали через 
20 мин инкубации на спектрофлюориметре Cary Eclipse 
(Varian, США). Флюоресценцию карбоксифлюоресцеина 
возбуждали при длине волны 490 нм и регистрировали 
при 520 нм (ширина щелей 5 нм). Долю вытекшего кра-
сителя рассчитывали по формуле:

 = (Ff – F0) / (Fm – F0)  100 %,

где F0 и Ff — интенсивность флюоресценции до и после 
добавления соединений, Fm — интенсивность флюорес-
ценции после полного разрушения липосом детергентом 
Тритон X-100 (конечная концентрация 2,4 %). Экспери-
менты повторяли не менее 3 раз, статистическая погреш-
ность значений не превышала 5 %.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На рис. 2 показана зависимость вытекания карбоксифлю-
оресцеина из липосом от количественного соотношения 
соединений I–IV и липосомального липида (т. е. от ко-
личества добавленных соединений I–IV, т. к. количество 
липосомального липида оставалось неизменным). Флю-
оресценция буфера после добавления Тритона Х-100 к 
липосомам принята за 100 %.

Из представленных данных следует, что фосфор-
содержащее соединение эдельфозин (I) вызывает 
существенно более выраженное вытекание карбок-
сифлюоресцеина из липосом, чем бесфосфорные 
липиды II–IV, в диапазоне соотношений исследуемое 
соединение/липосомальный липид от 0,008 до 0,2. Эти 
данные подтверждают полученные ранее результаты ис-
следования гемолиза для цитотоксических концентраций 
I (2–8 мкМ) и II–IV (12–25 мкМ) [8]. При увеличении 
концентрации противоопухолевых липидов (возрастании 
соотношения исследуемое соединение/липосомальный 
липид до 1) мембранолитические свойства бесфосфорных 
катионных липидов II–IV различались: соединение II 
с пиридиниевым катионным доменом вызывало наи-
большее вытекание красителя из липосом, сравнимое с 
эффектом I. Для III и IV, различающихся заместителем 
в имидазолиевой катионной головке, эффект вытекания 
красителя при увеличении концентраций существенно не 
повышался, т. е. эти соединения не повреждали липосомы 
даже в относительно высоких концентрациях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные данные свидетельствуют о том, что низкая 
способность катионных бесфосфорных глицеролипидов 

вызывать гемолиз обусловлена слабым повреждением 
липидных мембран. Напротив, эдельфозин вызывает 
гемолиз и повреждает модельные липосомы. Наличие 
фосфатной группы в молекуле эдельфозина увели-
чивает размер его полярного домена по сравнению с 
бесфосфорными алкильными катионными глицеро-
липидами, что может способствовать более высокой 
способности повреждать липидные мембраны. Таким 
образом, результаты экспериментов на модели прямого 
повреждения мембран согласуются с исследованиями 
повреждения эритроцитов [8].

Низкая гемолитическая активность бесфосфорных 
аналогов эдельфозина при сопоставимой цитотоксич-
ности позволяет считать перспективной дальнейшую 
разработку бесфосфорных алкильных катионных глице-
ролипидов как противоопухолевых соединений.
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