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«терафтал + аскорбиновая кислота»
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РЕФЕРАТ

Обоснование. Известно, что  механизм цитотоксиче-
ского действия противоопухолевого средства  — ка-
талитической системы «терафтал  + аскорбиновая 
кислота» (ТФ+АК)  — связан с  образованием в  клетке 
активных форм кислорода (ROS) и  индукцией в  ней 
окислительного стресса. Система «гемоксигеназа-1/
ферритин» (HО-1/Ft) защищает клетки от окислительно-
го стресса.
Цель. Исследовать значение системы HО-1/Ft в защите 
лейкозных клеток от токсического воздействия проти-
воопухолевого средства ТФ+АК.
Материалы и  методы. В  работе использовались лей-
козные клетки человека линий K562 и  U937. Базаль-
ную и  препарат-индуцированную экспрессию HО-1/
Ft на уровне мРНК и белка изучали методами ОТ-ПЦР 
в  реальном времени и  вестерн-блоттинга, концентра-
цию ROS  в  клетках  — методом проточной цитометрии, 
цитотоксичность препаратов — методом МТТ.
Результаты. По нашим данным, в  миеломонобластах 
линии U937 присутствует конститутивно-активная НО-1, 
а в эритробластах линии K562 экспрессия этого белка 
заблокирована на  уровне мРНК. Гемин, агонист  НО-1, 
индуцирует в  клетках U937  коэкспрессию HО-1 и  Ft 
на уровне мРНК и белка. Активация системы HО-1/Ft ге-
мином в  клетках U937  не  влияет на  чувствительность 
их к ТФ+АК и увеличивает чувствительность, например, 
к цитарабину в 2 раза. Установлено, что система ТФ+АК 
вызывает up-регуляцию генов HО-1/Ft, экспрессия ко-
торых увеличивается в  4 и  1,5  раза соответственно 
по  сравнению с  базальным уровнем. Предынкубация 
миеломонобластов U937 с  хелатором железа дефе-
роксамином приводит к  увеличению их  устойчивости 
к ТФ+АК в 2 раза. В то же время в присутствии железо-
содержащего аналога ТФ  цитотоксичность этой систе-
мы увеличивается в 2 раза.
Заключение. В лейкозных клетках линии U937 с кон-
ститутивно-активной системой НО-1/Ft гем-зависимый 
путь ее активации не играет существенной роли в за-
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ABSTRACT

Background. As is well known, cytotoxic mechanism of anti-
tumor agent, i.e. catalytic system “teraphtal + ascorbic acid” 
(“TF+AA”), is associated with production of reactive oxygen 
species (ROS) and  induction of  oxidative stress in  it. The 
“heme oxygenase-1/ferritin” (HО-1/Ft) system contributes 
to antioxidant defense.
Aim. To analyze HО-1/Ft value in protection of leukemia cells 
from toxicity induced by antitumor agent “TF+AA”.
Materials & Methods. The study was based on human leu-
kemia cell lines K562 and U937. HО-1/Ft basal and drug-in-
duced expression on mRNA and protein levels was analyzed 
by  real-time RT-PCR and Western blot, ROS concentration 
in cells was determined by fl ow cytometry, and drug cytotox-
icity was measured by MTT assay.
Results. Our data showed constitutively active HO-1 in U937 
myelomonoblasts whereas in  K562  erythroblasts the  ex-
pression of  this protein was  blocked on  the mRNA level. 
Hemin, HO-1 agonist, induces HO-1 and  Ft co-expression 
in U937 cells on the mRNA and protein levels. HO-1/Ft acti-
vation by hemin in U937 cells does not aff ect their “TF+AA” 
sensitivity and  doubles, for  example, the  cytarabine sen-
sitivity. “TF+AA” appeared to cause up-regulation of HO-1/
Ft genes, the expression of which quadruples or increases 
by half, respectively, compared with basal level. Preincuba-
tion of U937 myelomonoblasts with deferoxamine, iron che-
lator, results in doubling of their “TF+AA” resistance. Howev-
er, the use of iron-containing TF analogs leads to its doubled 
cytotoxicity.
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щите клеток от  токсичности ТФ+АК. Система ТФ+АК 
является индуктором экспрессии генов HО-1 и  Ft 
в мие ломонобластах линии U937. В механизм цитоток-
сического действия ТФ+АК вовлекается внутриклеточ-
ный пул «лабильного» негемового железа, и от его со-
держания зависит чувствительность лейкозных клеток 
к препарату.
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Conclusion. In leukemia cell line U937 with constitutively ac-
tive НО-1/Ft the heme-dependent activation of it does not con-
siderably contribute to protection of cells from “TF+AA” toxic-
ity. The system “TF+AA” is  HО-1 and  Ft expression inducer 
in U937 myelomonoblasts. Cytotoxic mechanism of “TF+AA” 
involves intracellular pool of “labile” non-heme iron, the level 
of which aff ects the drug sensibility of leukemia cells.
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ВВЕДЕНИЕ

Гемоксигеназа 1-го типа (HO-1; HSP32) — микросомный 

фермент I стадии внутриклеточного катаболизма 

гема (Fe
2+

-протопорфирина IX), где НО-1 катализи-

рует специфическое окисление α-метиленовой связи 

порфиринового кольца гема с последующим его рас-

крытием [1]. Эта оксидазная активность НО-1 счита-

ется ее канонической функцией. Физиологический 

распад гема в клетке, белки-партнеры HO-1 (цитохром 

Р450-редуктаза, биливердинредуктаза, ферритин) 

и конечные продукты реакции представлены на рис. 1.

Распад гема в клетке сопровождается образова-

нием продуктов с разными биологическими свой-

ствами: окись углерода (СО), биливердин и гемовое 

железо (Fe
2+

) [2]. СО, будучи активатором раство-

римой гуанилатциклазы, запускает ее сигнальный 

путь с цитопротективными и антиапоптотическими 

функциями [3]. Биливердин и его восстановленная 

форма билирубин являются антиоксидантами [4]. 

Железо (Fe
2+

), освобожденное из гема, потенциально 

может служить цитотоксином. Обладая свойствами 

окислителя-восстановителя, оно способно вступать 

в химические реакции (реакция Фентона) с обра-

зованием активных форм кислорода [5]. В клетке 

эволюционно отработаны механизмы защиты 

от биологически активного Fe
2+ 

путем активации 

белка ферропортина (Fe-АТФазы) для экспорта его из 

клетки и депонирования в белке ферритине (Ft) [6]. 

Колокализация белков HO-1 и Ft в клетках [7] обеспе-

чивает тесную функциональную связь между ними, 

необходимую для быстрого депонирования железа. Ft, 

многомерный (24 субъединицы) белковый комплекс 

L/H-цепей, в клетках эукариот локализован главным 

образом в цитоплазме. Захватывая атомы Fe
2+

, Ft 

благодаря ферроксидазной активности Н-цепей ней-

трализует их и переводит в химически инертное Fe
3+ 

в виде минералов-гидроокислов. Этот пул Fe
3+ 

явля-

ется внутриклеточным депо железа, которое в даль-

нейшем используется для синтеза простетических 

групп белков: гема (цитохромы) и [Fe-S]-кластеров 

(аконитаза, рибонуклеотидредуктаза) [8].

Рис. 1. Каноническая функция НО-1 в клетке
BLR  — билирубин; BLV  — биливердин; BLVR  — биливердин-
редуктаза; СО  — окись углерода; cytP450R  — цитохром Р450-
редуктаза; ER  — эндоплазматический ретикулум; ROS  — актив-
ные формы кислорода; sGC — растворимая гуанилатциклаза.

Fig. 1. Canonical function of HO-1 in a cell
BLR  — bilirubin; BLV  — biliverdin; BLVR  — biliverdin reductase; 
СО — carbon oxide; cytP450R — cytochrome P450 reductase; ER — 
endoplasmic reticulum; ROS  — reactive oxygen species; sGC  — 
soluble guanylate cyclase.
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Кроме цитоплазматической НО-1 (32 кДа) с ка-

нонической функцией известны и другие изоформы 

белка со специфическими функциональными свой-

ствами. Ядерные (укороченные) варианты (30 кДа), 

теряющие активность фермента [9], участвуют в ре-

гуляции транскрипции генов [10, 11]. Цитоплазмати-

ческая изоформа НО-1 (14 кДа; продукт сплайсинга), 

обнаруженная в клетках после воздействия ультра-

фиолетовых (УФ) лучей, связана с пролиферативной 

активностью клеток и длиной теломер в них [12].

В физиологических условиях для клеток млеко-

питающих характерен низкий базальный уровень 

экспрессии НО-1 (мРНК и белка), за исключением 

ряда органов (селезенка, печень, почки) и клеток 

(макрофаги), в которых отмечается высокий уровень 

экспрессии НО-1. В патологических условиях наряду 

с системными заболеваниями высокий уровень экс-

прессии НО-1 наблюдается при злокачественных 

опухолях [13]. Полагают, что НО-1 является важным 

фактором выживаемости и химиорезистентности 

опухолевых клеток системы крови: хронического 

миелолейкоза [14, 15], острых лейкозов [16–18], мно-

жественной миеломы [19].

НО-1 — маркер теплового шока (HSP), увеличение 

экспрессии которого (мРНК/белка) происходит 

в ответ на воздействие многочисленных стрессорных 

факторов разной природы, в т. ч. физической: гипер-

термии [20], УФ-воздействия [21], γ-облучения [22], 

фотодинамической терапии (ФДТ) [23]; химической: 

металлов [24], полифенолов-антиоксидантов [25], ста-

тинов [26], жирных кислот [27], таксола [28], рапами-

цина [29]; биологической: фактора некроза опухолей 

[30], интерлейкина-6 [19]. Up-регуляция НО-1 (мРНК/

белка) может наблюдаться также и в присутствии 

веществ нестрессорной природы — металлопорфи-

ринов: гема и железосодержащих протопорфиринов 

(субстратов НО-1) [2], СоPPIX, MnPPIX (не субстратов) 

[31] и цинк-протопорфирина (ZnPPIX), эндогенного 

ингибитора НО-1 [32, 33].

Механизмы регуляции экспрессии НО-1 в при-

сутствии индуктора зависят от его природы, которая 

определяет пути взаимодействия с клеткой и его спо-

собность индуцировать в ней окислительный стресс. 

В настоящее время известно два типа регуляции 

транскрипции НО-1, в которых участвуют транс-

крипционные факторы Bach1 и Nrf2. Схема регуляции 

транскрипции НО-1 представлена на рис. 2.

«Мастером» регуляции транскрипции НО-1, как по-

лагают, является ядерный белок Bach1. Будучи репрес-

сором, он контролирует базальный уровень экспрессии 

НО-1 [34, 35]. В настоящее время установлено, что в 

отсутствие индуктора Bach1 в комплексе с малыми 

белками семейства Maf в виде гетеродимеров (Bach1/

Maf) связывается с ARE-сайтами внутри энхансеров 

(Е1 и Е2) промотора гена НО-1, блокируя его транс-

крипцию [36]. Кроме контроля базального уровня 

экспрессии НО-1 путь Bach1 участвует в механизме 

его up-регуляции в присутствии индукторов гемовой 

природы. Обладая высоким сродством к гему, Bach1 об-

разует с ним комплекс, который в дальнейшем теряет 

способность связываться с ДНК и образовывать гете-

родимеры с белками Maf [37]. В результате происходит 

дерепрессия энхансеров и активация транскрипции 

НО-1, а Bach1, связанный с гемом, экспортируется 

из ядра в цитоплазму и подвергается деградации в про-

теосомах (см. рис. 2) [38]. С участием Bach1-пути также 

осуществляется индукция экспрессии НО-1 в присут-

ствии металлопорфиринов (МП) CoPPIX, ZnPPIX и Zn-

мезопорфирина через усиление деградации комплекса 

Bach1/МП [33, 39]. Этот процесс в присутствии тяжелых 

металлов (Cd
2+

) реализуется через стимуляцию экс-

порта Bach1 из ядра [40].

Рис. 2. Гем/Bach1- и ROS/Nrf2-
зависимые пути регуляции 
экспрессии НО-1 в  клетках 
млекопитающих

OS  — окислительный 
стресс; ROS  — активные 
формы кислорода.

Fig. 2. Heme/Bach1- and ROS/
Nrf2-dependent pathways 
of  НО-1 expression in  mam-
malian cells

OS — oxidative stress; ROS — 
reactive oxygen species.
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Взаимодействие с клеткой индукторов стрес-

сорной природы, как правило, сопровождается 

генерацией в ней активных форм кислорода (ROS). 

ROS, будучи медиаторами в сигнальных процессах 

при низких концентрациях, при высоких — приводят 

к нарушению баланса окислителей-восстановителей 

и развитию в клетке окислительного стресса. Роль 

ROS в индукции окислительного стресса в клетке 

установлена для известных индукторов НО-1: УФ-

воздействия [41], гипертермии [42], γ-облучения 

[43], цитотоксинов (Н
2
О

2
)

 
[44], таксола [45]. В ходе 

эволюции клетка приобретала механизмы защиты 

от окислительного стресса, включая сигнальный 

путь с участием транскрипционного фактора Nrf2 

(см. рис. 2). В отсутствие стресса транскрипционный 

фактор Nrf2 находится в цитоплазме клетки в ком-

плексе с белком Keap1. Благодаря этому взаимодей-

ствию поддерживается низкий базальный уровень 

экспрессии генов, регулируемых Nrf2, включая НО-1. 

При развитии стресса и нарушении гомеостаза окис-

лителей-восстановителей в клетке сульфгидрильные 

связи белка Keap1, чувствительные к окислителям, 

разрушаются и Nrf2 освобождается из комплекса 

с Keap1. Свободный Nrf2, минуя деградацию в протео-

сомах, переносится в ядро, где участвует в регуляции 

экспрессии генов, которые обеспечивают защиту 

клеток от стресса и их выживаемость [46, 47]. Nrf2, 

так же как Bach1, образует в ядре гетеродимеры 

с белками семейства Maf, которые в дальнейшем 

связываются с участками ARE внутри энхансеров 

Е1 и Е2 на промоторах генов, контролируемых Nrf2, 

включая НО-1 [48]. Но в отличие от гетеродимеров 

Bach1/Maf связывание таковых Nrf2/Maf с ДНК при-

водит к активации транскрипции.

Таким образом, в регуляцию транскрипции 

НО-1 вовлечены конкурентные отношения между 

Bach1-репрессором и Nrf2-активатором за связывание 

с малыми белками семейства Maf и, в дальнейшем, 

за доступ гетеродимеров к одним и тем же участкам 

на промоторе гена НО-1. Несмотря на существование 

равных возможностей, активность Bach1 как репрес-

сора доминирует над активностью Nrf2-активатора 

и обеспечивает угнетение экспрессии НО-1 [36, 49]. 

В то же время, как полагают, в клетке происходит ди-

намический обмен между Bach1-репрессорами и Nrf2-

активаторами. В этом обмене роль триггера играет 

свободный гем, выполняя роль сигнальной молекулы 

в регуляции транскрипции НО-1 [50].

Up-регуляция НО-1 не всегда сопровождается 

увеличением экспрессии ее партнера — Ft. Так, 

для МП (агентов нестрессорной природы) увеличение 

синтеза Ft (мРНК и белка) наблюдается в условиях 

индукции экспрессии НО-1 субстратами фермента 

(гем и железопротопорфирины) [51]. Содержание 

Ft не изменяется при индукции НО-1 в присутствии 

МП — несубстратов НО-1 (CoPPIX, MnPPIX) [31]. 

Считается, что up-регуляция НО-1 с коэкспрессией 

Ft специфична для индукции гемовым железом [52, 

53]. В условиях избытка в клетке гемового железа 

с целью поддержать его внутриклеточный гомеостаз 

оно не только депонируется в существующий Ft, но и 

запускает механизм регуляции синтеза Ft de novo 

на посттранскрипционном уровне. Освобожденное 

из гема Fe
2+

, связываясь в цитоплазме с сенсорным 

белком IRP, чувствительным к концентрации внутри-

клеточного железа, инактивирует его, и в дальнейшем 

комплекс IRP/Fe теряет способность связываться 

с IRE-сайтом на участке 5 нетранслируемой области 

(5'-UTR) мРНК Ft, что приводит к дерепрессии синтеза 

белка [53, 54].

У агентов стрессорной природы, способных 

индуцировать в клетках окислительный стресс, 

up-регуляция НО-1, как правило, сопровождается 

усилением синтеза Ft (FHC) за счет координиро-

ванной регуляции белка на уровне транскрипции 

и трансляции [55]. В условиях окислительного стресса 

транскрипционный фактор Nrf2 в ядре связывается 

с EpRE (электролит-антиоксидант чувствительный 

элемент)/ARE-участком промотора гена FHC, акти-

вируя его транскрипцию [56]. Кроме того, развитие 

в клетке окислительного стресса приводит к избытку 

внутриклеточного пула негемового Fe
3+

 и, как в 

случае гемового, запускается механизм поддержания 

гомеостаза Fe
2+

 через взаимодействие IRP с сайтом 

IRE на участке 5'-UTR мРНК Ft, дерепрессия которого 

приводит к синтезу белка [57, 58].

НО-1/Ft как часть защитной системы клетки выпол-

няет специфическую функцию, направленную на под-

держание постоянства внутриклеточного железа.

Ключевая роль в защите клетки от «лабильного» 

железа как гемовой, так и негемовой природы, как по-

лагают, принадлежит Ft. В пользу этого утверждения 

свидетельствуют данные о том, что как добавление 

Ft к клеткам (в виде апоферритина), так и индукция 

эндогенного Ft неорганическим железом (FeSO
4
, Fe3-

цитратом) способствуют защите клеток от окисли-

тельного стресса, индуцированного Н
2
О

2
 [59], гемином 

[60, 61] и ФДТ [23, 62]. Цитопротективный эффект 

системы НО-1/Ft обеспечивается не только колока-

лизацией НО-1 и Ft в клетке [7], но и коэкспрессией 

Ft, преимущественно белка H-цепи — FHC. Последний 

благодаря ферроксидазной активности контроли-

рует прооксидантный эффект «лабильного» железа, 

освобожденного из гема. Также в условиях избытка 

негемового железа основной вклад в поддержание 

его гомеостаза в клетке вносит FHC. Таким образом, 

в условиях избытка железа именно FHC обеспечивает 

метаболическую адаптацию клеток и тканей [63].

В онкологии, включая онкогематологию, опухо-

левые заболевания нередко сопровождаются различ-

ными осложнениями: кровоизлияниями, сопутству-

ющими инфекциями, воспалительными и иммуно-

опосредованными процессами. При перечисленных 

состояниях возможна перегрузка клеток и тканей 

организма железом, включая его формы с проокси-

дантными свойствами. Кроме того, противоопухолевое 

лечение больных (химиотерапия, облучение, ФДТ) 

сопровождается индукцией в клетках окислительного 

стресса, в ходе которого появляется пул «лабильного» 

железа внутри клеток, а при их гибели — в окружа-

ющей среде. Для защиты от избытка железа с проокси-

дантными свойствами в клетках индуцируется система 

HО-1/Ft.

Известно, что механизм цитотоксического 

действия противоопухолевого средства в виде ката-

литической системы «терафтал + аскорбиновая кис-
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лота» (ТФ+АК) сопровождается генерацией в клетке 

ROS и последующим развитием окислительного 

стресса [64]. Ранее нами было установлено, что вну-

триклеточный фермент каталаза играет роль в за-

щите от окислительного стресса, индуцированного 

системой ТФ+АК в лейкозных клетках [65].

Цель настоящей работы — исследовать зна-

чение системы НО-1/Ft в защите лейкозных клеток 

от токсического воздействия противоопухолевого 

средства ТФ+АК. Нам предстояло выяснить, влияет 

ли активация гемом системы НО-1/Ft на токсичность 

ТФ+АК, является ли сам препарат ТФ+АК модуля-

тором активности системы НО-1/Ft (на уровне мРНК 

и белка), а также оценить роль «лабильного» железа 

в механизме цитотоксичности ТФ+АК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе были использованы препараты и химические 

соединения: акриламид, бис-акриламид, ТЕМЕД, APS, 

SDS, ЭДТА, ДТТ, PMSF, коктейль ингибиторов, реагент 

для определения концентрации белка по Бредфорду, BSA, 

Твин-20, глицин, кумаровая кислота, люминол, МТТ, АК, 

H
2
O

2
, FePPIX, ZnPPIX, 2,7-диацетат-дихлорфлюоресцеин 

(DCFH-DA), дефероксамин мезилат (DFO), Hepes, PBS, по-

лученные от компании Sigma (США); Трис-HCl, Трис-ОН, 

NaCl, ДМСО, NaOH (Roth, Германия); метанол (Merck, Гер-

мания). Химиопрепараты: терафтал-лио — препарат со-

вместного производства ФГУП «ГНЦ “НИОПИК”» и ФГБУ 

«НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» МЗ РФ; 4,5-октакар-

боксифталоцианин железа (ОсРсFe) синтезирован ФГУП 

«ГНЦ “НИОПИК”»; цитарабин от компании Pfizer (США). 

Поликлональные антитела к НО-1 получены из Merck 

Bioscience (Германия); поликлональные антитела к Ft 

(F5012, к обеим субъединицам белка) — из Sigma, моно-

клональные антитела к актину — из Amersham (Велико-

британия). Иммуноглобулины антикроличий IgG (для 

НО-1, Ft) и антимышиный IgG (клон C4, для актина) по-

лучены из Amersham и Chemicon (США) соответственно. 

ELC-система приготовлена согласно стандартному про-

токолу.

Культуры клеток

В исследовании использовали культуры клеток 

миеломонобластного лейкоза человека линии U937, 

эритробластного лейкоза человека линии K562. Для 

поддержания линий и проведения исследований лей-

козные клетки культивировали в питательной среде, 

содержащей RPMI 1640, 10% FCS, 2 мМ глутамина 

и антибиотики (стрептомицин + пенициллин).

Исследование жизнеспособности опухолевых 

клеток in vitro

Для изучения цитотоксической активности препа-

ратов использоваля МТТ-метод, подробно описанный 

в нашей работе [65]. Величина IC
50

 — критерия ци-

тотоксичности исследованных препаратов — была 

вычислена с помощью метода численных решений 

по трем экспериментальным точкам с максимальными 

значениями модуля первой производной эксперимен-

тальной кривой выживаемости клеток и представлена 

в виде (М ± m). Для оценки эффективности модулятора 

(М) в комбинации с препаратами использовался индекс 

резистентности (IR), равный отношению:

IR = IC
50

 (препарат + М) / IC
50

 препарата.

Величина IR > 1,0 в присутствии нетоксических 

концентраций модулятора (выживаемость не менее 

80 % клеток по сравнению с контрольными клетками) 

свидетельствовала о снижении чувствительности 

клеток к препарату, а IR < 1,0 — об увеличении их чув-

ствительности.

В исследовании каталитическая система ТФ+АК, 

имеющая исходно соотношение ТФ и АК 1:10, пред-

ставлена по концентрации ТФ.

Исследование белков методом вестерн-блоттинга

Для исследования влияния препаратов на синтез 

белков НО-1/Ft клетки рассаживали на 6-луночные 

планшеты (1 × 10
6 

клеток/3 мл среды/лунку)
 
и инку-

бировали в течение 12–14 ч в присутствии препаратов 

и без них. Для выделения белков клетки из 2 лунок ли-

зировали в 100 мкл Трис-ЭДТА буфера (рН 7,5), содер-

жащего 20 мМ Трис-ОН, 0,5 мМ ЭДТА, 10 мкл/1 мл кок-

тейля ингибиторов (1:100), 10 мкл/1 мл PMSF 

при температуре 4 °С в течение 40 мин. Концентрацию 

белков определяли методом Бредфорда [66], в качестве 

стандарта использовался BSA.

Электрофорез белков в SDS-полиакриламидном 

геле и иммуноблоттинг

Пробы, содержащие 40 мкг белка (НО-1, Ft), 

20 мкг белка (актин) и 5-кратный буфер для нанесения 

белков на гель (конечная концентрация 1-кратная), 

ДТТ 1 мМ, прогревали в термостате при температуре 

95 °С в течение 5 мин. Разделение белков проводили 

по методу Laemmli [67] в 10% SDS-полиакриламидном 

геле в течение 2 ч при напряжении поля 80 мВ для кон-

центрирующего геля и 100–150 мВ для разделяющего 

геля. Белки из геля переносили на PVD-мембрану 

(Amersham) в течение ночи при 4 °С при параметрах тока 

300 мА. Буфер для переноса содержал 20 % метанола. 

Мембрану после переноса белков красили раствором 

Pounco S, блокировали в 5% обезжиренном молоке 

в 1хTBS-Т в течение 40 мин при комнатной темпера-

туре. Иммуноблоттинг с первыми антителами прово-

дили в течение ночи при температуре 4 °С на шейкере, 

трижды отмывали в 15 мл 1хTBS-T в течение 10 мин. 

Со вторыми антителами, меченными пероксидазой, 

мембраны инкубировали в течение 2 ч при комнатной 

температуре с последующей 3-кратной промывкой 

в 15 мл 1хTBS-T. Все антитела разводили в 5% обезжи-

ренном молоке в 1хTBS-Т в конечной концентрации 

1:1000 (НО-1/Ft, актин) и 1:10 000 (иммуноглобулины).

Мембраны обрабатывали ELC-реагентом в те-

чение 1 мин, помещали в слайды, сигналы люминес-

ценции регистрировали с помощью специальной 

фотопленки Kodak Biomax Light Film (Sigma, США).

Исследование экспрессии генов НО-1 и Ft 

(FHC) в опухолевых клетках методом ОТ-ПЦР 

в реальном времени

Выделение РНК из клеток и синтез кДНК. 

Через 6 ч после культивирования с препаратами 
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клетки лизировали реагентом TRIzol из расчета 

1 мл на 1 × 10
6
 клеток согласно стандартной мето-

дике. Концентрацию РНК определяли с помощью 

Quant-IT RNA Assay Kit согласно протоколу произво-

дителя (Invitrogen, США). Для синтеза кДНК брали 

250 нг РНК и проводили обратную транскрипцию 

в конечном объеме смеси 20 мкл с использованием 

iScript™ Select cDNA Synthesis Kit согласно инструкции 

(Bio Rad, США). Реакцию проводили при температуре 

42 °С в течение 70 мин. Фермент-обратную транс-

криптазу (ревертазу) инактивировали нагреванием 

реакционной смеси до 85 °С в течение 5 мин. Контроль 

обратной транскрипции проводили при отсутствии 

обратной транскриптазы.

Полимеразная цепная реакция в реальном вре-

мени. Количественная ПЦР в реальном времени прово-

дилась на Light Cycler 96 (Roche, США) и CFX96 Real-Time 

System (Bio Rad, США) с использованием коммерческой 

смеси iTaq® Universal SYBR® Green Supermix согласно 

протоколу производителя (Bio Rad, США). В качестве 

матрицы для ПЦР была использована кДНК образцов. 

Уровень экспрессии мРНК НО-1 и FHC определяли 

путем нормализации образцов к референсным генам 

(β-actin и GAPDH). ПЦР-реакционная смесь содержала 

2 мкл (50 нг) кДНК и 5 пкмоль праймеров, последова-

тельности которых представлены в табл. 1.

Условия амплификации: предварительная об-

работка 5 мин при температуре 95 °C, последующие 

39 циклов: 95 °С — 5 с; 60 °С — 30 с; 72 °С — 30 с. 

Анализ кривых плавления проводили путем опреде-

ления флюоресценции при постепенном нагревании 

образцов до 95 °C с шагом 0,5 °C/с. Все образцы 

анализировались в триплетах в 96-луночных низко-

профильных планшетах. Результаты количественной 

ПЦР с обратной транскрипцией представлены второй 

производной от среднего значения порогового цикла 

в триплете для каждого образца (ΔΔCt).

Исследование внутриклеточного уровня ROS

Базальный и индуцированный препаратами 

уровни ROS в клетках определяли с помощью кра-

сителя DCFH-DA согласно методике, описанной 

ранее [65]. В день эксперимента клетки рассеи-

вали на 12-луночные планшеты в концентрации 

1 × 10
6 
клеток/2 мл среды. В соответствующие лунки до-

бавляли препараты: ТФ+АК (62,5 мкМ), Н
2
О

2
 (200 мкМ) 

и инкубировали при температуре 37 °С в атмосфере 5% 

СО
2

 
в течение 4 и 2 ч соответственно. Для оценки спо-

собности дефероксамина (DFO) связывать свободное 

Fe
2+

 и ROS к клеткам за 1 ч до внесения препаратов 

добавляли DFO (50 мкМ). За 30 мин до окончания 

времени инкубации клеток с препаратами добавляли 

20 мкл DCFH-DA (10 мкМ) и продолжали инкубацию 

в тех же условиях. После инкубации суспензию клеток 

из планшета переносили в эппендорфы, центрифуги-

ровали в течение 5 мин при температуре 10 °С со ско-

ростью 1800 об./мин, удаляли питательную среду. 

Клетки промывали 2 мл буфера (20 мМ Hepes в PBS), 

центрифугировали и ресуспендировали в 0,5 мл бу-

фера. Интенсивность флюоресценции 20 000 клеток 

регистрировали с помощью проточного цитометра 

BD FACS Canto II при λex = 488 нм, λem = 530 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Лейкозные миеломонобласты линии U937 — 

адекватная экспериментальная модель in vitro 

для исследования роли НО-1/Ft в механизме 

действия каталитической системы ТФ+АК

Для поиска адекватной экспериментальной 

модели in vitro с исходно активной системой НО-1/

Ft, чувствительной к регуляции гемом, эндогенным 

субстратом НО-1 (в нашем исследовании — гемином, 

FePPIX), мы исследовали базальный и FePPIX-

индуцированный уровни экспрессии НО-1 и Ft (мРНК 

и белка) в лейкозных клетках человека двух линий: 

U937 (миеломонобласты) и K562 (эритробласты).

По нашим данным, представленным на рис. 3, 

в лейкозных клетках U937 величина исходной экс-

прессии НО-1 регистрируется на низком уровне, но в 

присутствии FePPIX наблюдается up-регуляция экс-

прессии этого гена (в 2 раза) (рис. 3, А). По сравнению 

с НО-1 базальный уровень экспрессии FHC гораздо 

выше (в 10 раз). Величина его возрастает в 1,5 раза 

в присутствии FePPIX (рис. 3, Б).

В аналогичных условиях базальный уровень экс-

прессии НО-1 в клетках линии K562 не выявляется 

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидов, 
использованных для анализа уровня экспрессии генов, и размер 

продукта

Ген

Последовательность прямого(F)/

обратного(R) праймера

Размер 

продукта, 

п. н.

НО-1 F: 5'-CGGGCCAGCAACAAAGTG-3'
R: 5'-AGTGTAAGGACCCATCGGAGAA-3'

107 

hFHC F: 5'-GTAACGCCAGTTCACCATCAGGAGTACT-3'
R: 5'-TTTCCAAATGTAATGCACACTCCATT-3'

276 

GAPDH F: 5'-GGGGAGCCAAAAGGGTCATCATCT-3'
R: 5'-GACGCCTGCTTCACCACCTTCTTG-3'

212 

ß-actin F: 5'-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3'
R: 5'-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3'

201 

Рис. 3. Базальный и индуцированный гемином уровни экспрес-
сии генов (А) HO-1 и (Б) FHC в лейкозных клетках линий U937 
(миеломонобласты) и K562 (эритробласты)

Fig. 3. Basal and hemin-induced levels of (А) HO-1 and (Б) FHC ex-
pression in leukemia cell lines U937 (myelomonoblasts) and K562 
(erythroblasts)
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и не индуцируется в присутствии гемина (см. рис. 3, 

A). В этих же клетках исходно регистрируется вы-

сокий базальный уровень экспрессии FHC, величина 

которого не изменяется в присутствии гемина 

(см. рис. 3, Б). По данным литературы, для клеток 

линии K562 характерен исходно высокий уровень 

экспрессии НО-1 (мРНК и белка), которая является 

BCR/ABL-зависимым фактором выживаемости этих 

клеток [14]. В то же время встречаются данные 

о существовании сублиний K562, в клетках которых 

не регистрируется базальный уровень экспрессии 

НО-1 (мРНК и белка) и не наблюдается индукции 

в присутствии гемина [68]. В клетках таких сублиний, 

как полагают, отсутствие НО-1 в клетках линии 

K562 компенсируется экспрессией в них изоформы 

НО-2, использующей, как и НО-1, в качестве суб-

страта гемин и ассоциированной с down-регуляцией 

НО-1 [69], а также экспрессией белка, участвующего 

в экспорте гема из клетки для снижения его цито-

токсичности. По нашим данным, в отличие от U937 

в лейкозных клетках K562, используемых в насто-

ящем исследовании, обнаружен высокий уровень 

экспрессии Bach1, репрессора транскрипции НО-1 

(данные полуколичественной ОТ-ПЦР не представ-

лены), что не исключает механизм Bach1-зависимой 

транскрипционной репрессии синтеза мРНК НО-1 

[70]. Несмотря на то что мы не располагаем данными 

о существовании в клетках K562 изоформы НО-2, от-

сутствие up-регуляции FHC в этих клетках гемином 

FePPIX косвенно свидетельствует о том, что НО-2 

не участвует в механизме регуляции экспрессии НО-1 

(см. рис. 3, Б).

Исследование экспрессии белков НО-1 и Ft в лей-

козных клетках показало, что НО-1 в клетках линии 

U937 выявляется на базальном низком уровне и его 

экспрессия увеличивается после инкубации клеток 

в присутствии гемина. При этом отмечается до-

зозависимый характер влияния FePPIX на уровень 

экспрессии белка НО-1 (рис. 4). В этих же условиях 

базальный уровень экспрессии белка Ft также уве-

личивается при инкубации клеток в присутствии 

гемина. Таким образом, в клетках U937 наблюдается 

специфическая для гемина коэкспрессия НО-1 и Ft 

(на уровне мРНК и белка), что также свидетельствует 

о наличии в клетках функционально-активного 

белка НО-1. Полученные данные о наличии в клетках 

U937 конститутивно-активной системы НО-1/Ft и ее 

регуляции гемином позволили нам использовать 

эти клетки в качестве модели для исследования роли 

НО-1/Ft в механизме защиты от токсического воздей-

ствия ТФ+АК.

Исследование влияния гемин-индуцированного 

уровня экспрессии НО-1 в клетках 

U937 на их чувствительность к системе ТФ+АК

По данным литературы, базальный уровень экс-

прессии НО-1 (мРНК/белка) влияет на чувствитель-

ность опухолевых клеток к агентам стрессорной 

природы. Снижение уровня базальной экспрессии 

НО-1 путем нокаута НО-1 с использованием малых 

интерферирующих РНК (миРНК) приводит к уве-

личению токсичности препаратов [14, 71, 72]. По 

нашим данным, чувствительность к генераторам 

ROS ТФ+АК и Н
2
О

2
 клеток двух линий миелоидной 

природы U937 и K562 с разной базальной актив-

ностью НО-1 оказалась различной. Клетки U937 

с конститутивно-активной НО-1 были в 2 раза 

устойчивее по сравнению с клетками K562, в которых 

экспрессия НО-1 не регистрировалась на уровне 

мРНК (рис. 5). Величины IC
50

 ТФ+АК/Н
2
О

2
 для клеток 

U937 составляют 55 ± 2 и 100 ± 15 мкМ, а для K562 — 

27 ± 4 и 53,4 ± 10,0 мкМ соответственно. Поскольку, 

по нашим данным, клетки обеих линий обладают 

высоким базальным уровнем экспрессии каталазы 

[65], этот фермент, по-видимому, вносит одинаковый 

вклад в защиту этих клеток от токсичности генера-

торов ROS ТФ+АК и Н
2
О

2
.

В дальнейших исследованиях процедура нокаута 

НО-1 с помощью миРНК для подавления базальной 

экспрессии гена в клетках U937 позволит выяснить 

роль базальной экспрессии НО-1 в чувствительности 

лейкозных клеток U937 к ТФ+АК/Н
2
О

2
.

Чтобы оценить влияние экспрессии НО-1, 

индуцированной гемином, на чувствительность 

лейкозных клеток U937 к ТФ+АК/Н
2
О

2
, мы иссле-

довали их выживаемость. По нашим данным, пред-

ставленным на рис. 6, в условиях активации НО-1/Ft 

(FePPIX 50 мкM в течение 12 ч) величина IC
50

 ТФ+АК 

не изменилась, а Н
2
О

2
 — увеличилась в 1,5 раза и со-

ставила 150 ± 25 мкМ. Несмотря на отсутствие при-

знаков защиты, в общей популяции обнаруживается 

фракция клеток, способных выживать при высоких 

концентрациях препаратов ТФ+АК и Н
2
О

2
 (см. рис. 6). 

0 500 10 50FePPIX, мкМ

НО-1
32 кДа

Актин
46 кДа

Ft
23 кДа

Рис. 4. Экспрессия белков (А) НО-1 и (Б) Ft в лейкозных клетках 
U937 в присутствии гемина FePPIX и без него

Fig. 4. (А) НО-1 and (Б) Ft proteins expression in leukemia U937 cells 
with and without FePPIX hemin
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Рис. 5. Чувствительность лейкозных клеток U937 и K562 к си-
стеме ТФ+АК

Fig. 5. “TF+AA” sensitivity of leukemia U937 and K562 cells
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Можно предположить, что в исходной гетерогенной 

популяции лейкозных клеток U937 присутствует суб-

популяция клеток, в которой гемин-индуцированная 

активация системы НО-1/Ft обеспечивает их устойчи-

вость к ТФ+АК/Н
2
О

2
.

В условиях индукции экспрессии НО-1 гемином, 

по нашим данным, увеличивается чувствительность 

лейкозных клеток U937 к цитарабину (AraC) в 2 раза: 

IC
50

 = [(2,2 ± 0,03) × 10
–8 

М и (1,1 ± 0,02) × 10
–8 

М) соответ-

ственно] (рис. 7). Другие исследователи также отмечали 

в присутствии гемина сенситизацию клеток линии 

U937 к AraC и в той же степени (в 2 раза) [73]. Повышение 

чувствительности лейкозных клеток миелоидного ряда 

к AraC в присутствии гемина, как установлено, тесно 

коррелирует с индукцией в них эритроидной дифферен-

цировки [73, 74]. Поскольку гемин не обладает способ-

ностью индуцировать синтез гемоглобина в лейкозных 

клетках U937 [73], его вмешательство в механизм дей-

ствия AraC может происходить независимо от индукции 

дифференцировки и вовлекать НО-1, например, через 

процесс аутофагии, регулируемый НО-1 [75], а также 

по независимому от НО-1 пути.

Чтобы выяснить, зависит ли чувствительность 

опухолевых клеток к ТФ+АК от активности НО-1, мы ис-

пользовали ZnPPXI в качестве ингибитора активности 

НО-1. По нашим данным, клетки U937 оказались вы-

сокочувствительными к ZnPPXI (IC
50 

= 2,0 ± 0,03 мкМ). 

Чувствительность клеток U937 к ТФ+АК как в усло-

виях базальной, так и гемин-индуцированной актив-

ности системы НО-1/Ft после предынкубации их с 

ингибитором НО-1 (в нетоксической концентрации 

1 мкМ) не изменилась. В то же время в аналогичных 

условиях в клетках U937 мы наблюдали увеличение 

экспрессии НО-1 на уровне мРНК и белка (данные 

не представлены), что согласуется с результатами 

других исследователей [32, 33, 76].

Каталитическая система ТФ+АК — индуктор 

коэкспрессии НО-1/FСН в клетках U937

Поскольку ТФ+АК обладает способностью 

генерировать ROS [64] с последующим развитием 

в клетке окислительного стресса [65], мы предпо-

ложили, что сам препарат является индуктором 

системы НО-1/Ft в клетках U937. По нашим данным, 

представленным на рис. 8, при инкубации клеток 

U937 с ТФ+АК увеличивается экспрессия генов 

НО-1 (рис. 8, А, 2) и FCH (рис. 8, Б, 2) в 4 и 1,5 раза 

соответственно по сравнению с контрольными об-

разцами. В этих же условиях Н
2
О

2
 также вызывает 

усиление экспрессии мРНК обоих генов (рис. 8, 

А–Б, 3). Таким образом, воздействие на опухолевые 

клетки ТФ+АК сопровождается up-регуляцией экс-

прессии генов белков-участников системы НО-1/Ft, 

в механизм которой вовлечен ROS-зависимый путь. 

Кроме того, нельзя исключить, что в индукции экс-

прессии НО-1 может участвовать и ТФ, компонент 

каталитической системы ТФ+АК, молекула кото-

рого имеет сходное с МП строение. Выяснение роли 

ТФ в индукции экспрессии НО-1 и его способности 

Рис. 6. Чувствительность лейкозных клеток U937 к (А) ТФ+АК и (Б) Н2О2 после индукции в них экспрессии НО-1 гемином

Fig. 6. (А) “TF+AA” and (Б) Н2О2 sensitivity of leukemia U937 cells with induction of HO-1 expression by hemin
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Рис. 7. Чувствительность лейкозных клеток U937 и K562 к AraC 
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Fig. 7. AraC sensitivity of leukemia U937 and K562 cells with induc-
tion of HO-1 expression by hemin
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Рис. 8. Базальный и препарат-индуцированный уровни экспрес-
сии генов (А) НО-1 и (Б) FHC в лейкозных клетках U937:

1 — контрольные клетки без препаратов; 2 — ТФ+АК 50 мкМ, ин-
кубация 6 ч; 3 — Н2О2 100 мкМ, инкубация 6 ч 

Fig. 8. Basal and drug-induced levels of  (А) НО-1 and  (Б) FHC ex-
pression in leukemia U937 cells:

1 — drug-free control cells; 2 — “TF+AA” 50 μM, 6-hour incubation; 
3 — Н2О2 100 μM, 6-hour incubation
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Рис. 9. Базальная и препарат-индуцированная экспрессия бел-
ка FHC в лейкозных клетках U937 (данные 2 экспериментов)

Fig. 9. Basal and drug-induced expression of FHC protein in leuke-
mia U937 cells (data of two experiments)
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Рис. 10. Чувствительность лейкозных клеток U937 к  (А) ТФ+АК 
и (Б) Н2О2 после предынкубации их с DFO 

Fig. 10. (А) “TF+AA” and (Б) Н2О2 sensitivity of leukemia U937 cells 
after preincubation with DFO 
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модулировать индукцию НО-1 гемином — задача 

дальнейших наших исследований.

Увеличивается ли в условиях инкубации лей-

козных клеток с ТФ+АК и Н
2
О

2
 содержание белков 

НО-1 и Ft в них? По нашим данным, после воздействия 

ТФ+АК и Н
2
О

2
 (в нетоксических для клеток U937 кон-

центрациях) базальный низкий уровень экспрессии 

белка НО-1 не изменялся (данные не представлены). 

В то же время содержание белка Ft снижалось (см. 

рис. 7), что навело нас на мысль о возможном вовле-

чении внутриклеточного Fe
2+

 в механизм действия 

этих агентов. Чтобы выяснить, действительно 

ли внутриклеточный пул Fe
2+

 с прооксидантными 

свойствами влияет на цитотоксичность ТФ+АК/Н
2
О

2
, 

мы использовали DFO, известный хелатор Fe
2+

.

Известно, что DFO, проникая в клетку, связывает 

цитозольное Fe
2+

 и снижает его внутриклеточный 

пул. В условиях дефицита Fe
2+ 

в лейкозной клетке, 

вызванного хелатором, для сохранения внутрикле-

точного баланса запускается процесс деградации Ft 

для реутилизации Fe
2+

. DFO как нерастворимый агент 

и имеющий специфический путь проникновения 

в клетку является индуктором аутофагии Ft в лизо-

сомах [77]. По нашим данным, при инкубации клеток 

U937 с DFO наблюдается снижение базального уровня 

содержания Ft в них (рис. 9), что свидетельствует 

о включении лизосомного пути деградации ферри-

тина.

После предынкубации клеток с DFO в нетокси-

ческой концентрации (25 мкм) цитотоксичность 

ТФ+АК/Н
2
О

2
 снижалась в 2 раза (рис. 10). Эти данные 

подтверждают гипотезу о вовлечении Fe
2+

 в механизм 

цитотоксичности ТФ+АК.

Свидетельством вовлечения Fe
2+

 в реализацию 

цитотоксического эффекта системы ТФ+АК и Н
2
О

2 

являются также данные о способности DFO снижать 

ROS/DCFH-DA-опосредованную флюоресценцию клеток 

U937 (рис. 11).

Железосодержащий комплекс фталоцианина 

(ОсРсFe) увеличивает токсичность ТФ+АК 

для лейкозных клеток U937

По данным литературы, увеличение экспрессии 

эндогенного Ft неорганическим железом (FeSO
4
, Fe

3
-

цитрат) способствует защите клеток от окислитель-

ного стресса, индуцированного Н
2
О

2
 [59]. Можно ли с 
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помощью железосодержащих препаратов, увеличивая 

пул негемового железа в клетке, модулировать ток-

сичность системы ТФ+АК для клеток U937?

В качестве модулятора внутриклеточного железа 

мы использовали вещество с неорганическим же-

лезом — железосодержащий комплекс фталоцианина 

(ОсРсFe), в присутствии которого, по нашим данным, 

увеличивается уровень Ft в клетке (см. рис. 8). Неожи-

данно комбинация ТФ+АК с ОсРсFe (в нетоксической 

концентрации модулятора 50–100 мкМ) оказалась 

в 2–4 раза токсичнее, чем без него (рис. 12). В ана-

логичных условиях чувствительность лейкозных 

клеток к Н
2
О

2 
в присутствии ОсРсFe не изменилась (см. 

рис. 12).

Включение DFO в комбинацию ТФ+АК + ОсРсFe при-

вело к нивелированию эффекта сенситизации ОсРсFe 

клеток к системе ТФ+АК (данные не представлены).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, используя в качестве эксперимен-

тальной модели лейкозные клетки линии U937 

с конститутивно-активной системой НО-1/Ft, регу-

лируемой гемом, мы показали, что НО-1/Ft, с одной 

стороны, не играет существенной роли в защите лей-

козных клеток от токсического воздействия ТФ+АК, 

с другой — вносит вклад в сенситизацию клеток 

к AraC. В миеломонобластах линии U937 каталити-

ческая система ТФ+АК является индуктором коэк-

спресии генов НО-1/Ft, увеличивая их экспрессию в 4 

и 1,5 раза соответственно по сравнению с базальным 

уровнем. В присутствии ТФ+АК уровень экспрессии 

белка НО-1 не изменяется, а Ft — уменьшается. Связы-

вание внутриклеточного железа снижает токсичность 

Рис. 11. Образование ROS в лейкозных клетках U937, индуци-
рованных (А) ТФ+АК и (Б) Н2О2 в присутствии DFO и без него

А: 1 — контрольные клетки без препаратов; 2 — ТФ+АК 62,5 мкМ, 
инкубация 4 ч; 3 — DFO 50 мкМ, инкубация 1 ч + ТФ+АК 62,5 мкМ, 
инкубация 4 ч; Б: 1 — контрольные клетки без препаратов; 2 — 
Н2О2 400 мкМ, инкубация 2 ч; 3 — DFO 50 мкМ, инкубация 1 ч + 
Н2О2 400 мкМ, инкубация 2 ч 

Fig. 11. Production of ROS in leukemia U937 cells which are induced 
by (А) “TF+AA” and (Б) Н2О2 with and without DFO

А: 1  — drug-free control cells; 2  — “TF+AA” 62,5  μM, 4-hour 
incubation; 3 — DFO 50 μM, 1-hour incubation + “TF+AA” 62,5 μM, 
4-hour incubation; Б: 1 — drug-free control cells; 2 — Н2О2 400 μM, 
2-hour incubation; 3 — DFO 50 μM, 1-hour incubation + Н2О2 400 μM, 
2-hour incubation

Рис. 12. Чувствительность лейкозных клеток U937 к  (А) ТФ+АК 
и (Б) Н2О2 в присутствии железосодержащего комплекса фта-
лоцианина (OcPcFe) и без него

Fig. 12. (А) “TF+AA” and (Б) Н2О2 sensitivity of leukemia U937 cells 
with and without iron-containing phthalocyanine complex (OcPcFe)
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системы ТФ+АК, что свидетельствует о вовлечении 

Fe
2+

 с прооксидантными свойствами в механизм 

действия препарата. Включение в схему железосодер-

жащего комплекса фталоцианина (ОсРсFe) в качестве 

модулятора внутриклеточного железа приводит 

к сенситизации клеток к системе ТФ+АК.

Полученные нами данные свидетельствуют о том, 

что ROS-зависимая активация системы HО-1/Ft пре-

паратами может влиять на эффективность химиоте-

рапии у больных с лейкозами.
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