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РЕФЕРАТ Установлено, что 5'-нораристеромицин в виде рацемической смеси энантиомеров оказыва-
ет выраженный цитотоксический эффект на клетки лейкозов. IC50 5'-нораристеромицина составила: 
для клеток линий Jurkat – 7.3, K562 – 1.7, THP-1 – 3.7 мкМ соответственно. Изучение общей токсично-
сти 5'-нораристеромицина проведено в опытах на белых мышах при однократном внутрижелудочном 
поступлении в организм, установлены токсикометрические параметры, изучена клиническая и пато-
морфологическая картина острой интоксикации. Показано, что ЛД50 вещества составляет 63.2 (52.7÷75.8), 
ЛД16 – 44.7, ЛД84 – 89.4 мг/кг; введение соединения в изученном диапазоне доз сопровождается систем-
ным поражением внутренних органов и тканей подопытных животных.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА 5'-нораристеромицин, лейкоз, противоопухолевая активность, острая токсичность, 
параметры токсикометрии.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ДМСО – диметилсульфоксид; ЛД16, ЛД50, ЛД84 – доза, вызывающая гибель 16, 50 
и 84% экспериментальных животных при внутрижелудочном поступлении на 14 сутки наблюдения, мг/кг 
соответственно; IC50 – полумаксимальная ингибирующая концентрация; PBS – натрий-фосфатный буфер.

ВВЕДЕНИЕ
Перепрофилирование лекарственных средств 
для использования в онкологии подразумевает по-
иск соединений с противоопухолевой активностью 
среди веществ, применяемых в терапии других за-
болеваний. Такой подход позволяет существенно 
снизить затраты на создание новых препаратов, по-
скольку соединения уже хорошо изучены, а техно-
логии их получения разработаны. 

S-Аденозил-L-гомоцистеингидролаза (SAH-
гидролаза) катализирует гидролиз SAH до аде-
нозина и L-гомоцистеина, что приводит к нако-
плению в клетке SAH – природного ингибитора 

S-аденозилметионинзависимых метилтрансфераз. 
Ингибиторы SAH-гидролаз обладают выраженной 
противовирусной активностью, которая описывает-
ся, в основном, в терминах торможения процессов 
созревания мРНК вирусов (образование 5’-кепа) [1]. 
Ген SAH-гидролазы часто амплифицирован в зло-
качественных опухолях человека, в том числе та-
ких, как рак шейки матки и толстой кишки [2, 3], 
что указывает на возможность использования SAH-
гидролазы в качестве терапевтической мишени. 
Оказалось, что накопление SAH в клетках эукариот, 
обработанных ингибиторами SAH-гидролазы, приво-
дящее к изменению соотношения SAM/SAH, имеет 
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множественные последствия. Во-первых, наруша-
ется метилирование ДНК, которое является одним 
из факторов, определяющих эпигенетическую регу-
ляцию экспрессии генов эукариот. Нарушение ме-
тилирования ДНК выявляется при онкологических 
заболеваниях – при общем гипометилировании ге-
нома наблюдается локальное гиперметилирование 
промоторных участков генов-супрессоров опухо-
лей [4]. Во-вторых, происходит нарушение функ-
ции PRC2 (Polycomb repressive complex 2) – кон-
сервативного белкового комплекса, необходимого 
для поддержания репрессии генов. Каталитическая 
субъединица PRC2 – белок EZH2 – обеспечивает 
моно-, ди- и триметилирование Lys27 гистона Н3. 
Показано, что в ряде опухолей человека сверхэк-
спрессируются субъединицы PRC2, а также при-
сутствуют мутации, усиливающие каталитическую 
активность EZH2. 

Противоопухолевая активность ряда ингибиторов 
SAH-гидролазы, например, непланоцина A, 3-деа-
занепланоцина, 3-деазааденозина, аристеромицина 
и т.д., показана на разных линиях опухолевых кле-
ток и даже in vivo [5–9]. Аристеромицин был впер-
вые выделен из культуры Streptomyces citricolor 
в 1967 году [10], а в 1992 году описан синтез его 
производного, 5’-нораристеромицина, из 5-амино-4,6-
дихлорпиримидина [11]. В экспериментах in vitro 
это соединение продемонстрировало выраженную 
противовирусную активность в отношении вирусов 
коровьей оспы, осповакцины, везикулярного стома-
тита, парагриппа-3, реовируса-1, цитомегаловиру-
са человека, гепатита B, кори и гриппа В [12–14]. 
В основе противовирусных свойств вещества лежит 
процесс ингибирования активности S-аденозил-L-
гомоцистеингидролазы [12, 14]. Установлено, что по-
мимо S-аденозил-L-гомоцистеингидролазы данное 
вещество с высокой селективностью подавляет ак-
тивность α-субъединицы киназного комплекса ин-
гибитора сигнального пути ядерного фактора NF-κВ 
[15]. В этом же исследовании определены фарма-
кокинетические показатели 5’-нораристеромицина 
при пероральном введении в дозе 10 мг/кг, на мо-
дели ревматоидного артрита выявлено его профи-
лактическое и терапевтическое действие, связан-
ное с ингибированием фактора некроза опухолей α 
в дозе 1 мг/кг. По результатам компьютерного мо-
делирования Singh D.B. и соавт. [16] выдвинули ги-
потезу, согласно которой данное соединение может 
быть токсичным для печени. Первые данные о ци-
тостатических свойствах 5’-нораристеромицина по-
явились 30 лет назад [12]; на культурах клеток лей-
коза мышей L1210/0, лимфоцитов человека Molt4 
и СЕМ/0 показано ингибирование пролиферации 
в концентрации 0.39–0.50 мкг/мл. Однако комплекс-

ного исследования цитотоксичности не проводилось 
и публикации о степени острой токсичности данного 
соединения для животных нами не обнаружены. 

Цель данной работы состояла в оценке проти-
воопухолевой активности 5’-нораристеромицина 
на культурах клеток с последующим изучением 
особенностей его токсического действия на организм 
теплокровных животных с определением основных 
токсикометрических параметров.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и методы
5'-Нораристеромицин в виде рацемической смеси 
энантиомеров синтезировали согласно [13].

Клеточные линии
Клетки линий Jurkat, K562 и THP-1 культивиро-
вали с использованием среды RPMI 1640 (Gibco, 
США) с добавлением 10% эмбриональной бы-
чьей сыворотки (FBS), 100 мкг/мл пенициллина, 
100 мкг/мл стрептомицина, 1 мМ пирувата натрия 
и 2 мМ L-глутамина. Клеточные культуры инкуби-
ровали при 37°C и 5% CO2.

Цитотоксичность 5′-нораристеромицина 
в отношении клеток лейкозов линий Jurkat, 
K562 и THP-1
Для определения цитотоксического действия 5’-но-
раристеромицина на клетки лейкозов линий THP-1, 
Jurkat и K562 высаживали в количестве 2500, 2000 
и 2500 на лунку 96-луночного планшета соответ-
ственно. Далее клетки обрабатывали препаратом 
в широком диапазоне концентраций (0.86–50 мкМ). 
В качестве контроля использовали ДМСО в концен-
трации 0.25% в лунке, что соответствует процен-
ту ДМСО при внесении наибольшей концентрации 
препарата. Суммарный объем лунки составлял 100 
мкл. Клетки инкубировали в течение 72 ч. Resazurin 
Cytotoxicity Assay Kit (CEL-04-4-30 ML) (ООО 
«Абисенс», Россия) использовали для оценки выжи-
ваемости клеток. Resazurin добавляли в соотноше-
нии 1 : 100 в PBS в объеме 100 мкл и инкубировали 
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в течение 4 ч при +37°C и 5% CO2. Далее измеряли 
абсорбцию (570 нм абсорбция и 620 нм референс) 
с использованием Multiskan FC (ThermoScientific, 
США). От значения, полученного для каждой лун-
ки, вычитали среднее значение сигнала для лунок, 
содержащих только среду. После чего данные, полу-
ченные для каждой из концентраций, нормировали 
на контроль и методом нелинейной регрессии рас-
считывали IC50 (полумаксимальная ингибирующая 
концентрация). Минимальное количество повторов 
для каждой концентрации – три. Для расчета IC50 
и построения графиков зависимости процента жи-
вых клеток от концентрации препарата использова-
ли The GraphPad Prism software v.8.4.3 (GraphPad 
Software, San Diego, США).

Токсичность 5′-нораристеромицина для белых 
беспородных мышей
Токсическое действие соединения изучали в соот-
ветствии с «Руководством по проведению доклини-
ческих исследований лекарственных средств» [17].

В качестве биомоделей использовали белых 
беспородных мышей обоего пола массой 25–30 г. 
Животных получили из питомника ФГУП «НИИ 
ГТП» ФМБА России. 

Опытные и контрольная группы состояли из че-
тырех животных с равным количеством самцов 
и самок. Мышей распределяли по группам случай-
ным образом, учитывали отсутствие внешних при-
знаков заболеваний и гомогенность по массе тела 
(±10%).

Испытаны дозы в интервале от 40 до 1000 мг/кг. 
Вещество вводили внутрижелудочно с помощью 
металлического зонда из расчета 0.05 мл на 10 г 
массы тела. Контрольные животные аналогичным 
путем в том же количестве получали раство-
ритель – 99% ДМСО (фармакопейный препарат 
«ОАО Татхимфармпрепараты», Россия). 

После введения вещества животных наблюдали 
в течение 14 суток, фиксируя клинические прояв-
ления интоксикации и факт гибели. Смертельные 
дозы соединения рассчитывали методом пробит-
анализа по D.J. Finney в программе Microsoft Excel 
2013 на 14 сутки с момента введения [18]. 

Павших животных вскрывали в максимально 
короткие сроки после гибели, отмечая макроско-
пические проявления воздействия исследуемых 
веществ. Выделяли внутренние органы (сердце, 
легкие, печень, селезенку, поджелудочную железу, 
почки, желудок, тонкий и толстый кишечник) [19, 
20] с их последующим гистологическим исследова-
нием. Биоматериал фиксировали в 10% нейтраль-
ном формалине в течение 4 суток. Затем образцы 
обезвоживали в батарее спиртов восходящей крепо-

сти и просветляли в хлороформе в гистопроцессоре 
Cytadel 2000 (Shendon) и заключали в парафиновую 
среду Histomix («Биовитрум», Россия). Парафиновые 
срезы толщиной 4–5 мкм получали с помощью ро-
тационного микротома (Microm HM340E) и монтиро-
вали на предметные стекла. Для обзорного исследо-
вания срезы окрашивали гематоксилином и эозином 
по общепринятой методике [20].

Микропрепараты изучали и фотографировали 
с помощью микроскопа AxioScope A1 (Carl Zeiss, 
Германия), оборудованного цифровой камерой вы-
сокого разрешения AxioCam MRc5. Полученные 
фотографии обрабатывали с помощью программы 
ZENpro 2012 (Carl Zeiss).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Цитотоксическое действие 5′-нораристеромицина 
оценивали на перевиваемых клетках лейкозов чело-
века линий Jurkat, THP-1, K562. Показано, что дан-
ный препарат оказывает выраженный цитотоксиче-
ский эффект на клетки всех трех клеточных линий. 
При этом значительное цитотоксическое действие 
5′-нораристеромицин проявлял в концентрации 
менее 1 мкМ. Рассчитанные методом нелинейной 
регрессии значения полумаксимальных ингибиру-
ющих концентраций (IC50) данного препарата соста-
вили: для клеток линии Jurkat ~7.3, K562 ~1.7, THP-1 
~3.7 мкМ (рис. 1). Подобные значения предполага-
ют возможную эффективность данного препарата 
и на моделях лабораторных животных и указывают 
на то, что он представляет интерес для дальнейше-
го изучения механизмов его действия в отношении 
злокачественных клеток лейкозов.

Наблюдение за развитием клинической картины 
интоксикации при воздействии 5′-нораристероми-
цина показало, что через 5 мин после поступления 
препарата в дозах 200 и 1000 мг/кг у мышей на-
блюдалось резкое возбуждение, нарушение функ-
ции задних конечностей. Гибель животных насту-
пала в течение первых суток с момента введения. 
В первый час после введения 5′-нораристеромицина 
в дозах 50 и 80 мг/кг клинические проявления от-
сутствовали, затем развивалась малоподвижность, 
заторможенность. Введение вещества в дозе 40 мг/
кг не сопровождалось клиническими симптомами 
интоксикации и гибелью животных. 

В табл. 1 представлены результаты определения 
смертельных доз 5′-нораристеромицина после одно-
кратного внутрижелудочного введения вещества.

Макроскопическая оценка органов павших жи-
вотных показала, что основные изменения в них 
связаны с органами желудочно-кишечного тракта. 
В дозе от 80 до 1000 мг/кг препарат вызывал кро-
воизлияния в слизистую желудка и начального от-
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Рис. 1. Выживаемость клеток лейкозов после обработ-
ки 5'-нораристеромицином. Приведены кривые, отра-
жающие содержание (%) живых клеток Jurkat, K562, 
THP-1 в лунках, обработанных препаратом в концен-
трации (0.86–50 мкМ). Значения IC

50
 рассчитаны ме-

тодом нелинейной регрессии и представлены справа 
от графиков для каждой из трех клеточных линий

Таблица 1. Дозы 5'-нораристеромицина, однократное внутрижелудочное введение которых смертельно для не-
линейных мышей

Доза, 
мг/кг

Число животных в груп-
пе/число павших

Расчетные значения смертельных доз, мг/кг

ЛД16 ЛД50 с доверительными интервалами ЛД84

40
50
80
200
1000

4/0
4/1
4/3
4/4
4/4

44.7 63.2
(52.7…75.8) 89.4
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THP-1
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50 

 = 3.7 мкМ

дела тонкого кишечника с истончением их стенок, 
дряблостью, наличием в просвете тонкого кишеч-
ника слизистого содержимого желто-бурого цвета. 
После введения дозы 50 мг/кг у единственного пав-
шего животного отмечали только дряблость тонкого 
кишечника с участками вздутия и слизеобразное 
содержимое желто-бурого цвета в просвете кишеч-
ника. 

Введение животным 5′-нораристеромицина в дозе 
80 мг/кг, близкой к среднесмертельной, приводило 
к выраженным изменениям гистоархитектоники ис-
следуемых органов и тканей. Так, микроскопическое 
исследование стенки желудка выявило активацию 
главных и добавочных (слизистых клеток), что со-
провождалось дилатацией желез с накоплением 
в них слизистого содержимого (рис. 2А). При ис-
следовании фрагмента тонкого кишечника выяв-
ляли гибель и слущивание многочисленных эпи-
телиоцитов слизистой оболочки в просвет кишки. 
Сохранившиеся ворсинки приобретали более упло-
щенную форму, а на их апикальной поверхности 
отсутствовала каемка из микроворсинок. Также от-
мечали истончение подслизистого слоя и частичную 
редукцию мышечной и серозной оболочек (рис. 2Б).

В ткани печени отмечали тотальную дискомлек-
сацию печеночных балок, выраженный перипор-
тальный стеатоз в сочетании с центролобулярными 
участками гибели гепатоцитов (рис. 3А). При этом, 
согласно морфологическому исследованию, в гибели 
части печеночных клеток были признаки апоптоза, 
а другая часть клеток подвергалась некротическим 
изменениям (рис. 3Б). В относительно сохранных ге-
патоцитах отмечали или пикноз ядер, или перерас-
пределение хроматина в подмембранное простран-
ство ядра.

В селезенке подопытных животных регистриро-
вали многочисленную гибель лимфоидных клеток 
по периферии фолликулов белой пульпы (рис. 4).

В почках подопытной мыши отмечали стазирова-
ние и сладжирование эритроцитов в капиллярной 
системе клубочков и межтубулярного пространства. 
Просвет многочисленных извитых канальцев был 
сужен вследствие гипертрофии выстилающих их 
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эпителиоцитов, а в цитоплазме клеток присутство-
вали многочисленные вакуоли (рис. 5А). В легочной 
ткани подопытной мыши отмечалась инфильтрация 
полиморфноядерными нейтрофилами межуточной 
ткани легкого. Также регистрировали утолщение 
и отек альвеолярных перегородок, явления диапе-
деза эритроцитов в межальвеолярные перегородки 
(рис. 5Б).

Таким образом, изучение токсических свойств 
5′-нораристеромицина позволило установить его 
среднесмертельную дозу при пероральном введе-
нии для нелинейных мышей на уровне 63.2 мг/кг. 
Основными симптомами интоксикации в первые 
минуты были неврологические отклонения (резкое 
возбуждение и нарушение функции задних конеч-
ностей), а в более позднее время (в период от 2 ч 
до момента гибели) – выраженная гиподинамия. 

Согласно клиническим проявлениям и результа-
там патоморфологического исследования введение 
5′-нораристеромицина в дозах 50 мг/кг и выше вы-
зывало у подопытных животных системное пораже-
ние внутренних органов и тканей. В первую очередь 
прямой негативный эффект проявлялся в органах 
желудочно-кишечного тракта (желудок, тонкий ки-
шечник, печень) и иммунной системы (селезенка). 

Внутрижелудочное введение 5′-нораристеромици-
на в дозе 40 мг/кг не вызывало у подопытных жи-
вотных клинических признаков интоксикации и ле-
тальных исходов в течение всего срока наблюдения. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Комплексный анализ результатов исследования по-
казал высокую степень цитостатической активно-
сти вновь синтезированного химического вещества 

А� Б

Рис. 2. Фрагмент слизистой оболочки стенки желудка (А) и тонкого кишечника (Б) подопытной мыши после вве-
дения 5'-нораристеромицина в дозе 80 мг/кг. Окраска гематоксилином-эозином. Увеличение 200

Рис. 3. Фрагмент ткани печени подопытной мыши после введения 5'-нораристеромицина в дозе 80 мг/кг. Гепа-
тоциты с фрагментированным ядром – апоптотические клетки (показаны стрелкой), округлые клетки с гомоген-
ной цитоплазмой – некротические клетки. Окраска гематоксилином-эозином. Увеличение 100 (А); 400 (Б)

А� Б
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Рис. 4. Фрагмент селезенки подопытной мыши после 
введения 5'-нораристеромицина в дозе 80 мг/кг. 
Окраска гематоксилином-эозином. Увеличение 200

Рис. 5. Фрагмент ткани почки (А) и легкого (Б) подопытной мыши после введения 5'-нораристеромицина в дозе 
80 мг/кг. Окраска гематоксилином-эозином. Увеличение 400

А� Б

5′-нораристеромицина в отношении культур кле-
ток лейкозов линий Jurkat, K562 и THP-1 in vitro. 
Цитотоксическое действие соединения на клетки 
лейкозов проявляется уже в диапазоне концентра-
ций от 1 до 10 мкМ. При этом не выявлено ток-
сического действия данного вещества на животных 
при введении внутрижелудочно в дозе менее 50 мг/
кг. Необходимо отметить, что похожими токсически-
ми параметрами обладают некоторые препараты, 
широко применяемые в терапии злокачественных 
заболеваний кроветворной системы. В качестве при-
мера можно привести препарат этопозид, диапазон 
полумаксимальных действующих концентраций 
которого при добавлении к перевиваемым клеткам 
лейкоза составляет, согласно различным данным, 

около 10–100 мкМ [21, 22]. При этом нелетальные 
дозы, применяемые в исследованиях на мышиных 
моделях, составляют около 50 мг/кг [23, 24].

В экспериментах на лабораторных животных 
в диапазоне летальных доз выявлен ряд особен-
ностей общетоксического действия соединения. 
В дальнейшем в целях возможной разработки ново-
го лекарственного препарата 5′-нораристеромицин 
будет нуждаться в доклиническом изучении с оцен-
кой специфической противоопухолевой активности 
на моделях in vivo. 

Полученные в ходе предварительных испыта-
ний сведения о цитотоксическом потенциале ис-
следуемого вещества в отношении клеток лейкоза, 
а также результаты исследования общетоксического 
действия на лабораторных животных позволяют от-
нести 5′-нораристеромицин к числу перспективных 
противоопухолевых агентов. Исследования меха-
низма его цитотоксического действия в отношении 
злокачественных клеток и возможностей его приме-
нения в качестве одного из компонентов комбиниро-
ванной терапии совместно с широко применяемыми 
химиотерапевтическими препаратами заслуживают 
дальнейшего более тщательного изучения. 

Исследование выполнено 
при поддержке Российского научного 

фонда (грант № 23-64-10018, 
https://rscf.ru/project/23-64-10018/).  

Определение полумаксимальных действующих 
концентраций в отношении клеток 

лейкозов выполнено при поддержке гранта 
075-15-2019-1660 Министерства науки и высшего 

образования Российской Федерации.
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