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РЕФЕРАТ Изучено действие акадезина (5-аминоимидазол-4-карбоксамид-1-β-D-рибофуранозид) на опухо-
левые и неопухолевые клетки различного видового и тканевого происхождения. Установлено, что акадезин 
вызывает неапоптотическую гибель опухолевых клеток; чувствительность неопухолевых клеток к дей-
ствию этого соединения существенно ниже. Акадезин вызывает гибель опухолевых клеток с фенотипом 
лекарственной устойчивости, обусловленной экспрессией транспортера Р-гликопротеина и инактивацией 
проапоптотического белка р53. Необходимым условием гибели клеток является активность транспортеров 
аденозина, тогда как функция АМР-активируемой протеинкиназы не требуется. Преимущественная гибель 
опухолевых клеток под действием акадезина и особенности механизма его цитотоксичности обусловлива-
ют перспективность этого соединения в качестве противоопухолевого средства.
кЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА акадезин, гибель клеток, опухолевые клетки.

ВВЕДЕнИЕ
Акадезин (5-аминоимидазол-4-карбоксамид-1-β-
D-рибофуранозид, АИКАР) проходит клиниче-
ские испытания в качестве препарата для лечения 
хронического лимфоцитарного лейкоза [1, 2]. Важ-
ное свойство акадезина – его преимущественная 
токсичность для опухолевых клеток при менее вы-
раженном повреждении неопухолевых [2, 3]. Ранее 
показали, что акадезин способен стимулировать 
AMP-активируемую протеинкиназу (AMPK) – 
важный регулятор энергетического баланса клет-
ки, контролирующий окисление жирных кислот, 
метаболизм глюкозы, синтез белков, жирных кис-
лот и холестерина [4–10]. Механизм действия 
акадезина обусловлен его фосфорилированием 
аденозинкиназой с образованием ZMP (5-амино-4-
имидазолкарбоксамидриботида) – промежуточного 
продукта de novo-синтеза пуриновых оснований [1, 4, 
5, 8]. ZMP, имитируя метаболические эффекты AMP, 
способен активировать АМРК. Противоопухолевое 
действие акадезина связывают с индукцией апоптоза 
[7, 9, 11, 12]. Вместе с тем имеются данные о неапоп-
тотической гибели клеток и AMPK-независимом ме-
ханизме действия акадезина на опухолевые клетки 
[12, 13].

В настоящей работе изучено действие акадезина 
на клетки млекопитающих. Показано, что акадезин 
вызывает гибель опухолевых клеток различного тка-

невого происхождения, в том числе клеток, устойчи-
вых к ряду противоопухолевых средств. Механизмы 
гибели клеток отличаются от апоптоза; их важной 
особенностью оказывается необходимость транспор-
та аденозина. Неопухолевые клетки менее чувстви-
тельны к действию акадезина. Избирательность ци-
тотоксического действия и особенности механизмов 
гибели опухолевых клеток могут быть важными фак-
торами, определяющими перспективность использо-
вания акадезина в терапии опухолей.

ЭкСПЕРИМЕнТАЛЬнАЯ ЧАСТЬ
В экспериментах использовали следующие линии 
клеток человека: НСТ116 (аденокарцинома толстой 
кишки), НСТ116р53КО (изогенная сублиния, в кото-
рой не функционирует р53), К562 (промиелоцитар-
ный лейкоз), К562/4 (сублиния, полученная после се-
лекции на выживание в присутствии доксорубицина; 
экспрессирован белок множественной лекарственной 
устойчивости (МЛУ) P-гликопротеин; Pgp), McF-7 
(аденокарцинома молочной железы), McF-7Dox (суб-
линия после селекции на выживание в присутствии 
доксорубицина; фенотип Pgp-опосредованной МЛУ), 
культуру фибробластов ПФЧ-2, лимфоциты крови 
здоровых доноров, а также клетки мыши: Р388 (лим-
фоцитарный лейкоз) и Sp2/0 (миелома). Реактивы 
приобретены в фирме «ПанЭко», Россия (кроме особо 
оговоренных случаев). Клетки культивировали в мо-
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дифицированной Дульбекко среде Игла с добавле-
нием 5% эмбриональной телячьей сыворотки (Bio-
Whittaker, Австрия), 2 мМ L-глутамина, 100 ЕД/мл 
пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина при 37°С, 
5% СО

2
 в увлажненной атмосфере. В экспериментах 

использовали культуры в логарифмической фазе ро-
ста. Лимфоциты выделяли из периферической крови 
доноров центрифугированием в градиенте плотности 
фиколла-урографина (d = 1.077 г/см3). 

Акадезин получали в ГосНИИГенетика микро-
биологическим способом с использованием ори-
гинального рекомбинантного штамма [14]. Кроме 
того, оценивали цитотоксичность акадезина фирмы 
Sigma. В этой же фирме приобретены дипиридамол 
– ингибитор рецепторов аденозина [8], 5-йодтубер-
цидин – ингибитор аденозинкиназы, препятствую-
щий превращению акадезина в ZMP, и zVAD-fmk 
(карбобензоксивалилаланил-аспартил-[O-метил]-
фторметилкетон) – пан-каспазный ингибитор. Все 
соединения растворяли в диметилсульфоксиде 
или воде (10–20 мМ) и хранили при –20°С. В день 
опыта готовили разведения препарата в культу-
ральной среде. Для оценки цитотоксичности акаде-
зина использовали МТТ-тест, окраску клеток йо-
дидом пропидия и аннексином V, конъюгированным 
с флуоресцеинизотиоцианатом (ФИТЦ), определение 

клеточного цикла в проточной цитофлуориметрии 
и электрофоретический анализ целостности геном-
ной ДНК [15, 16]. В отдельных опытах препаратом 
сравнения служил алкильный катионный глицеро-
липид rac-n-{4-[(2-этокси-3-октадецилокси)проп-1-
илоксикарбонил]бутил}-n'-метилимидазолийиодид, 
индуктор апоптоза [17].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕнИЕ

Преимущественная чувствительность опухолевых 
клеток к акадезину 
В предварительных экспериментах мы установили, 
что препарат акадезина, полученный микробиоло-
гическим способом, и коммерческий акадезин иден-
тичны по физико-химическим свойствам, чистоте, 
стабильности при хранении и цитотоксичности (дан-
ные не приведены). Для дальнейших исследований 
использовали акадезин, полученный авторским 
способом. В табл. 1 представлена цитотоксичность 
акадезина для трансформированных и нетрансфор-
мированных клеток (культивируемых или свежевы-
деленных) различного видового и тканевого проис-
хождения. 

Из данных, представленных в табл. 1, следует, 
что к действию акадезина наиболее чувствительны 

Таблица 1. Цитотоксичность акадезина для клеток млекопитающих

Клетки
Акадезин, мМ

0 0.125 0.25 0.5 1.0 2.0

К562 100* 100 70 46 9 0

P388 100 36 30 20 9 0

Sp2/0 100 34 29 14 0 0

К562/4 100 100 72 42 8 0

McF-7 100 100 82 50 15 2

McF-7Dox 100 100 86 48 17 1

Hct116 100 100 50 36 23 0

Hct116p53KO 100 100 54 34 25 0

 ПФЧ-2, пролиферирующие 100 100 100 96 96 86

ПФЧ-2, непролиферирующие** 100 100 100 100 95 92

Донорские лимфоциты 100 100 100 98 94 90

Примечание. Представлены результаты MTT-теста после 72-часовой инкубации клеток. *Выживаемость клеток, 
инкубированных без акадезина, принимали за 100%. Каждое значение – среднее пяти независимых опытов, 
стандартное отклонение ≤ 0%. **Пролиферацию фибробластов останавливали культивированием клеток до мо-
нослоя (контактное торможение деления клеток). 



80 | ActA nAturAe |  ТОМ 5  № 3 (18)  2013

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

клетки Р388 (лейкоз мыши) и Sp2/0 (миелома мыши): 
при концентрации акадезина, равной 0.125 мМ, вы-
живает ~1/3 клеточной популяции. Другие исследо-
ванные линии трансформированных клеток также 
гибнут под действием субмиллимолярных концентра-
ций акадезина. Важно, что цитотоксичность акадези-
на практически одинакова в случае лейкозной ли-
нии K562 и ее сублинии с Pgp-опосредованной МЛУ 
(K562/4). То же верно для линии аденокарциномы 
молочной железы McF-7 и сублинии с МЛУ (табл. 1). 
Сравнение цитотоксичности акадезина в отношении 
линии НСТ116 и сублинии Hct116p53KO (устойчи-
вой к ряду ДНК-повреждающих противоопухолевых 
соединений) [18] показало, что инактивация проапоп-
тотического белка р53 не приводит к увеличению вы-
живания клеток в присутствии акадезина.

Столь же важна существенно более высокая вы-
живаемость неопухолевых клеток в присутствии 
акадезина: гибель донорских лимфоцитов и нетранс-
формированных фибробластов практически отсут-
ствовала даже при действии акадезина в миллимо-
лярных концентрациях в течение 72 ч непрерывного 
воздействия (табл. 1). Таким образом, акадезин вы-
зывает преимущественную гибель трансформиро-
ванных клеток (суспензионных и эпителиальных), 
в том числе сублиний, устойчивых к другим проти-
воопухолевым соединениям. Неопухолевые клетки 
повреждаются акадезином в значительно меньшей 
степени. Эти особенности обусловливают перспек-
тивность использования акадезина в качестве про-
тивоопухолевого средства. Однако для этого важно 
установление механизмов токсичности акадезина 
для опухолевых клеток.

Акадезин вызывает неапоптотическую гибель 
клеток
Влияние акадезина на распределение плоидно-
сти клеток линии аденокарциномы толстой кишки 
Hct116 изучено методом проточной цитофлуориме-
трии. Через 24 ч после внесения акадезина (0.25 мМ) 
определяли накопление клеток в фазе S, а через 
48 ч (рис. 1) – массовую гибель клеток (область слева 
от пика G1; гиподиплоидные ядра). 

Накопление фрагментированной ДНК может быть 
признаком апоптотической гибели клеток, если рас-
щепление ДНК происходит в межнуклеосомных 
промежутках, что видно по образованию набора 
фрагментов длиной 140–170 п.н. при электрофорезе. 
Для проверки этой возможности определяли целост-
ность ДНК в клетках НСТ116, обработанных акадези-
ном. Оказалось, что акадезин, в отличие от препарата 
сравнения – алкильного катионного глицеролипида 
[17], не приводит к появлению характерной для апоп-
тоза «лестницы» фрагментов ДНК (рис. 2).

Аргументом в пользу неапоптотического меха-
низма гибели клеток НСТ116 при действии акаде-
зина служат результаты окрашивания клеток ан-
нексином V-ФИТЦ и йодидом пропидия (рис. 3). 
Аннексин V связывает фосфатидилсерин на плаз-
матической мембране (транслокация фосфатидил-
серина из внутреннего липидного слоя мембраны 

Рис. 1. Распределение клеток линии НСТ116 по фазам 
цикла при действии 0.4 мМ акадезина. А – интактные 
клетки; б – накопление в фазе S через 24 ч; В – нако-
пление в области суб-G1 через 48 ч
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в наружный считается признаком апоптоза). Йодид 
пропидия способен проникать в клетки, подвергаю-
щиеся некрозу (нарушение целостности плазмати-
ческой мембраны). Клетки линии НСТ116, обрабо-
танные акадезином (0.4 мМ, 24 ч), не окрашивались 
аннексином V-ФИТЦ; напротив, клетки накаплива-
ли йодид пропидия (рис. 3), что позволяет предполо-
жить некротический компонент механизма гибели. 
Сходные результаты получены при регистрации не-
кротических клеток с помощью трипанового синего 
(данные не представлены). Вероятно, нарушение це-
лостности плазматической мембраны – позднее со-
бытие при индуцированной акадезином гибели кле-
ток. Препарат сравнения – алкильный катионный 
глицеролипид – вызывал характерное для апопто-
за увеличение аннексин V-положительных клеток 
(рис. 3).

Поскольку апоптотическая гибель клеток предпо-
лагает активную роль каспаз, изучено действие пан-
каспазного ингибитора zVAD-fmk на цитотоксичность 
акадезина. Клетки линии НСТ116 инкубировали с 200 
мкМ zVAD-fmk в течение 30 мин, после чего в культу-
ры вносили акадезин и продолжали инкубацию в те-
чение 24 ч. Присутствие zVAD-fmk не снизило гибель 
клеток, что подтверждает заключение о неапоптоти-
ческом механизме цитотоксичности акадезина.

Взаимодействие с рецепторами аденозина 
необходимо для гибели опухолевых клеток 
под действием акадезина
Перенос акадезина из внеклеточной среды в клетки 
может осуществляться транспортерами аденозина 
[19]. Мы изучили эффект дипиридамола – ингиби-
тора этих транспортеров, на цитотоксичность акаде-
зина в линии клеток Р388. Оказалось, что в присут-
ствии дипиридамола клетки нечувствительны даже 
к относительно высоким (до 0.8 мМ) концентрациям 
акадезина (табл. 2). 

Для выяснения роли метаболического пути 
акадезин–ZMP–АМРК в цитотоксичности акадезина 

Рис. 2. Целостность ДНК 
в клетках линии НСТ116.  
1 – Интактные клетки;  
2 – акадезин, 0.4 мМ, 24 ч;  
3 – алкильный катионный 
глицеролипид, 6 мкМ, 24 ч 
[17] (контроль метода)

1 2 3

Рис. 3. Окраска клеток линии НСТ116 аннексином 
V-ФИТЦ и йодидом пропидия. Псевдоцвета: красный – 
интактные клетки; фиолетовый – акадезин (0.4 мМ, 24 
ч); синий – алкильный катионный глицеролипид (кон-
троль метода; см. подпись к рис. 2)
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Таблица 2. Цитотоксичность акадезина в комбинациях с дипиридамолом или 5-йодтуберцидином

Воздействие
Акадезин, мМ

0 0.08 0.1 0.2 0.4 0.8

Акадезин 100* 79 38 33 20 18

Акадезин + дипиридамол, 5 мкМ 100 100 99 99 100 101

Акадезин + 5-йодтуберцидин, 0.05 мкМ 100 76 39 31 22 16

*Выживаемость (%) клеток лейкоза P388 по данным MTT-теста после инкубации в течение 72 ч.
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(его фосфорилирование аденозинкиназой с образо-
ванием ZMP и активации AMPK) клетки инкубиро-
вали с акадезином и ингибитором аденозинкиназы 
5-йодтуберцидином. Ингибитор не влиял на цито-
токсичность акадезина (табл. 2). Из этого следует, 
что гибель клеток в ответ на акадезин не обусловлена 
образованием ZMP и активацией AMPK. 

Таким образом, изучение механизмов цитоток-
сичности акадезина выявило ряд особенностей, ука-
зывающих на нетривиальный характер фармако-
логических эффектов этого соединения. Акадезин 
вызывает гибель культивируемых опухолевых кле-
ток при существенно менее выраженном действии 
на неопухолевые. Акадезин токсичен для клеток 
с молекулярными детерминантами лекарственной 
устойчивости – экспрессией Pgp и нефункциони-
рующим р53. Важно подчеркнуть неапоптотический 
характер гибели опухолевых клеток под действием 
акадезина. Эти результаты позволяют расценивать 
акадезин как своеобразный реагент для изучения ме-
ханизмов гибели опухолевых клеток и перспектив-
ный кандидат в лекарственные средства.

Открытым остается вопрос о внутриклеточной 
мишени акадезина, взаимодействие с которой обу-
словливает гибель опухолевых клеток. Мы показали, 
что условием гибели клеток является функциониро-
вание транспортеров аденозина, тогда как актива-
ция АМРК не требуется. Правомерно предположить, 
что опухоли, экспрессирующие указанные транспор-
теры и рецепторы аденозина, будут наиболее чув-
ствительны к акадезину. Роль транспорта пуриновых 
оснований в гибели клеток изучена недостаточно; 
требуется анализ дифференциальной экспрессии 
переносчиков и рецепторов аденозина в опухолях 
разного типа. Вероятно, повышенная экспрессия этих 
молекул окажется новым молекулярным маркером 
чувствительности опухолей к акадезину и критерием 
отбора больных для соответствующей терапии. 
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