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В рамках разработки системы избира-
тельного транспорта противоопухолевых 
препаратов в клетки-мишени исследована 
противоопухолевая активность доксорубици-
на (Докс), его конъюгатов с дендритным по-
лимером второго поколения (G2-Докс) и век-
торным белком (рекомбинантным третьим 
доменом альфа-фетопротеина  — 3D-G2-Докс) 
в условиях in vitro и in vivo. объектом ис-
следования являлись клетки рака молочной 
железы двух линий MCF-7 и MCF-7/MDR1, 
различающиеся по химиочувствительности, а 
также мышиная меланома линии В16. В ра-
боте продемонстрирована противоопухолевая 
активность G2-Докс и 3D-G2-Докс в условиях 
in vivo в отношении меланомы В16, а также 
в условиях in vitro в отношении химиорези-
стентных клеток MCF-7/MDR1, экспрессиру-
ющих р-гликопротеин. при этом эффектив-
ность противоопухолевого действия G2-Докс 
и 3D-G2-Докс не отличалась от таковой при 
использовании свободного Докс. однако для 
химиочувствительной линии MCF-7 более 
эффективным препаратом оказался свобод-
ный Докс. Важно, что в нормальных клетках, 
выделенных из костного мозга, селезенки и 
печени мышей, изучаемые конъюгаты, и осо-
бенно 3D-G2-Докс, накапливались значитель-
но слабее, чем свободный Докс. полученные 
данные позволяют полагать, что основная 
польза от возможного использования таких 
конъюгатов может быть связана со снижени-
ем токсического действия Докс на нормаль-
ные ткани и органы.
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направленная доставка противоопухолевых 
препаратов (ПП) в клетки-мишени является 

одним из наиболее эффективных способов со-
вершенствования химиотерапии онкологических 
больных. несомненные успехи, достигнутые в 
этой области в последние годы, обосновывают 
необходимость дальнейшей разработки новых 
способов такой доставки, основанных на пони-
мании молекулярных особенностей опухолевых 
клеток [7]. Среди разнообразных возможностей, 
которые открываются в связи со стремительным 
развитием молекулярной онкологии, перспек-
тивным является использование дендритных 
полимеров в качестве наноконтейнеров для ПП 
и онкофетального белка альфа-фетопротеина 
(аФП) в качестве векторной молекулы, обе-
спечивающей специфическое связывание с опу-
холевыми клетками. Как известно, рецепторы 
аФП обнаружены в клетках злокачественных 
новообразований различной локализации, но не 
в нормальных клетках [3]. В связи с этим ли-
ганды аФП рецептора (полноразмерный белок 
аФП или его фрагмент) могут быть использо-
ваны в качестве вектора для адресной доставки 
ПП в опухолевые клетки с целью повышения 
селективности и эффективности их действия. 
В частности, рецепторы аФП экспрессируются 
на поверхности опухолевых клеток стабильных 
линий, использованных в данной работе (линий 
MCF-7 и MCF-7/MDR1 рака молочной железы 
человека, а также линии В16 меланомы мыши). 

Дендритные полимеры (дендримеры) харак-
теризуются строго контролируемой структурой, 
определенным молекулярным весом, моно-
дисперсностью, биосовместимостью, а также 
возможностью контроля их биоразложения [6]. 
Дендримеры обладают древовидно-ветвящейся 
структурой и состоят из ядра, которое является 
центром ветвления, отдельных ветвей и концевых 
химических групп. Ковалентное связывание ле-
карственных препаратов с поверхностными груп-
пами дендримера позволяет ввести в молекулу 
достаточно большие количества лекарственного 
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препарата. В то же время, используя специаль-
ные сшивающие агенты, можно контролировать 
высвобождение препарата из конъюгата. Гидро-
лиз таких линкеров проходит под воздействием 
специфических условий (кислые значения pH 
или присутствие специфических протеаз), что 
приводит к быстрому внутриклеточному высво-
бождению лекарственного препарата, сохраняю-
щего исходную структуру. В такие комплексы, 
помимо препарата, за счет большого количества 
терминальных химических групп можно вводить 
векторные молекулы, обеспечивающие доставку 
препарата в клетки-мишени. 

В данной работе в качестве ПП выбран док-
сорубицин (Докс), который входит в традицион-
ные схемы лечения злокачественных опухолей 
различной локализации, включая рак молочной 
железы, и в последнее время часто использу-
ется для экспериментальной разработки новых 
средств лечения меланомы на основе различ-
ных наночастиц, конъюгированных с Докс. В 
качестве наноконтейнеров для доставки Докс в 
опухолевые клетки использованы полиамидоа-
миновые дендримеры второго поколения (G2), 
конъюгированные с Докс (G2-Докс) и рекомби-
нантным третьим доменом (3D) аФП, который 
сохраняет способность полноразмерного при-
родного аФП человека взаимодействовать с со-
ответствующим рецептором и накапливаться в 
опухолях (3D-G2-Докс) [9]. ранее мы продемон-
стрировали особенности накопления и выведе-
ния свободного Докс и указанных конъюгатов 
из клеток двух линий рака молочной железы 
человека, различающихся по чувствительности 
к ПП (MCF-7 и MCF-7/MDR1) [1]. Последняя 
линия характеризуется высокой экспрессией 
р-гликопротеина (ABCB1) и связанной с этим 
резистентностью к Докс. результаты экспери-
ментов, проведенных в условиях in vitro, сви-
детельствовали о быстром накоплении G2-Докс 
и 3D-G2-Докс в клетках обеих линий (при этом 
свободный Докс накапливался менее эффектив-
но). однако динамика выведения из клеток этих 
препаратов различалась, в результате чего после 
24-часовой инкубации в среде без препаратов 
содержание Докс в клетках чувствительной ли-
нии MCF-7 было максимальным в случае сво-
бодного Докс, а в клетках резистентной линии 
MCF-7/MDR1, наоборот,  — в случае изученных 
конъюгатов и, особенно, 3D-G2-Докс. Поэтому 
можно было предположить, что цитотоксическое 
действие G2-Докс и 3D-G2-Докс будет выраже-
но сильнее в химиорезистентных, чем химио-
чувствительных клетках (очевидно, для послед-
них наилучшим цитотоксическим агентом, как 
предполагалось, будет свободный Докс). В дан-
ной работе проведена проверка этого предполо-
жения и, кроме того, в условиях in vivo изучена 

противоопухолевая активность этих препаратов 
в отношении меланомы В16, рекомендуемой для 
доклинического исследования ПП [4].

Другим важным обязательным свойством 
разрабатываемых систем направленной достав-
ки ПП в опухолевые клетки является их ми-
нимальное накопление в нормальных клетках/
тканях. ранее в условиях in vitro мы показали, 
что 3D-G2-Докс практически не накапливается 
в нормальных клетках (лимфоцитах перифери-
ческой крови здоровых доноров) в отличие от 
свободного Докс [1]. В данной работе продолжа-
лось исследование процессов накопления конъ-
югатов G2-Докс и 3D-G2-Докс (в сравнении со 
свободным Докс) в клетках нормальных тканей 
и органов, но уже в условиях in vivo (в орга-
низме экспериментальных животных).

таким образом, целью данного исследования 
является выяснение противоопухолевой актив-
ности конъюгатов дендримеров G2 с Докс и век-
торным белком в различных экспериментальных 
условиях и завершение работы по оценке их на-
копления в нормальных клетках.

Материал и методика

Культивирование клеток рака молочной железы, оцен-
ка цитотоксического действия препаратов in vitro

материалом для исследования являлись клетки адено-
карциномы молочной железы человека двух линий (MCF-7 
и MCF-7/MDR1), культивируемые по стандартной методике 
в полной питательной среде DMEM (ПанЭко, рФ) с до-
бавлением 10 % фетальной сыворотки крупного рогатого 
скота (Gibco, USA). В предварительных экспериментах с 
помощью метода иммуноцитохимии было продемонстри-
ровано наличие рецепторов аФП на поверхности опухо-
левых клеток обеих использованных линий. Клеточные 
культуры в логарифмической стадии роста инкубировали 
с препаратами Докс (свободным Докс, G2-Докс и 3D-G2-
Докс) в концентрации 2,5 мкм по Докс в среде DMEM без 
сыворотки в течение 2 часов. Далее среду с препаратами 
удаляли, к клеткам приливали полную питательную среду 
с сывороткой и культивировали ещё 24 часа, после чего 
клетки снимали с подложки в 0,01м фосфатный буфер 
(PBS, рн 7,2) и определяли их количество во флаконах с 
помощью камеры Горяева. опыты с каждой из клеточных 
линий были повторены трижды. 

Для оценки жизнеспособности клеток после инкубации 
с изучаемыми препаратами использовали мтт-тест, осно-
ванный на способности дегидрогеназ митохондрий живых 
клеток превращать желтый водорастворимый тетразолие-
вый краситель (MTT) в красный формазановый продукт, 
растворимый в диметилсульфоксиде (ДмСо). оптическая 
плотность получаемого раствора пропорциональна биомас-
се клеток и их митохондриальной активности. Для мтт-
теста клетки рассевали в 96-луночные планшеты (Corning 
Costar, Сша). Через сутки после посева добавляли изучае-
мые препараты в концентрации 2,5 мкм по Докс. Инкуби-
ровали с препаратами в течение 2 часов, после чего среду с 
препаратами удаляли, приливали полную питательную сре-
ду, в которой культивировали клетки в течение 72 ч. Затем 
выполняли MTT-анализ по стандартной методике. окраску 
регистрировали при длине волны более 545 нм на микро-
планшетном фотометре STAT FAX 2100 (Awareness Tech. 
Inc., Сша). Жизнеспособность клеток после инкубации с 
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препаратами измеряли в относительных единицах оптиче-
ской плотности полученного раствора, затем рассчитывали 
в процентах от контроля, принятого за 100 %. 

Культивирование клеток мышиной меланомы, анализ 
противоопухолевой активности препаратов in vivo

Клетки меланомы линии В16 культивировали по стан-
дартной методике в полной питательной среде DMEM (Па-
нЭко, рФ) с добавлением 10 % эмбриональной сыворотки 
крупного рогатого скота (Gibco, Сша). Предварительно с 
помощью метода иммуноцитохимии было показано нали-
чие рецепторов аФП на поверхности опухолевых клеток 
этой линии. Для трансплантации в организм мышей ис-
пользовали опухолевые клетки в логарифмической стадии 
роста. Клетки снимали с подложки в среду DMEM, затем 
вводили внутримышечно в заднюю правую лапу мышей 
линии С57Bl/6 (самки, возраст 1,5 мес.) по 200 тыс. клеток 
в объёме 0,1 мл. 

В экспериментах использовали свободный Докс (Sigma, 
Сша) и конъюгаты G2-Докс, 3D-G2-Докс, полученные как 
описано ниже. Препараты вводили внутрибрюшинно, с ин-
тервалом в 7 суток в концентрации 7,5 мг/кг по Докс, на-
чиная с 9 суток после трансплантации опухолевых клеток. 
Через каждые 2-3 суток после начала введения препаратов 
выполняли измерение линейных размеров опухолевого оча-
га, по которым рассчитывали объем опухоли. В каждой из 
экспериментальных групп использовали по 6-8 животных, 
в контрольной группе  — 10-13 животных. опыты были 
повторены дважды.

определение содержания докс в клетках нормальных 
тканей мышей-опухоленосителей

Через 24 ч после последней инъекции препаратов мы-
шей умерщвляли путем цервикальной дислокации, и за-
бирали образцы костного мозга, печени и селезенки. об-
разцы подвергали механической дезагрегации. Полученные 
суспензии клеток пропускали дважды через нейлоновый 
фильтр с диаметром пор 40 мкм. Далее в суспензии 
(1-2х106клеток/мл) добавляли хехст33258 в конечной кон-
центрации 1,2мкг/мл и инкубировали 5-10 мин при ком-
натной температуре, после чего образцы немедленно ана-
лизировали с помощью проточного цитофлуориметра FACS 
Vantage (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, BDIS, 
Сша), оборудованного двумя лазерами с длинами волн 
375 нм и 488 нм. Флуоресценцию хёхста33258 измеряли 
в диапазоне 424±20 нм при λ возбуждения=375 нм, флуоресцен-
цию Докс  — в диапазоне 585±20 нм при λ возбуждения=488 
нм. Данные об интенсивности прямого, бокового светорас-
сеяния и флуоресценции клеток в указанных спектральных 
диапазонах записывали в файл, который затем обрабаты-
вали с помощью программы «CellQuestPro» (BDIS, Сша). 
По показателям светорассеяния и отсутствию связывания с 
хехстом 33258 выделяли регион неповрежденных клеток, 
в котором определяли интенсивность флуоресценции Докс. 

Синтез конъюгата G2 дендримера с докс (G2-докс)
 В работе использованы немодифицированные полиа-

мидоаминовые дендримеры 2-го поколения с терминальны-
ми NH2-группами и ядром на основе этилендиамина (Den-
dritech, Сша). Ковалентные конъюгаты G2 с Докс (Sigma, 
Сша) синтезировали с использованием кислотолабиль-
ного линкера цис-аконитового ангидрида в соответствии 
с ранее описанной методикой [10]. Чистоту полученного 
продукта анализировали с помощью высокоэффективной 
жидкостной хроматографии. Содержание Докс в конъюга-
те определяли путем фотоколориметрического измерения 
поглощения Докс при 481 нм.

Получение рекомбинантного 3D АФП и его конъюгата 
с G2 и докс (3D-G2-докс)

Получение рекомбинантного 3D аФП осуществляли 
посредством бактериальной системы экспрессии, а именно 
с помощью штамма E. coli BL21DE3, трансформированно-
го конструктом на основе плазмиды pET28a+, содержащей 

последовательность, кодирующую целевой белок. После 
разрушения клеток 3D аФП, содержащий his-tag, выделяли 
с помощью металл-хелатной хроматографии. 

Получение конъюгата 3D-G2-Докс осуществляли с по-
мощью Cu1+-катализируемой реакции циклоконденсации. 
Количество доксорубицина в конъюгате определяли путем 
фотоколориметрического измерения поглощения Докс при 
481 нм. Гомогенность конъюгата, чистоту и молекулярную 
массу конечного конъюгата определяли с помощью анали-
тической гель-эксклюзионной хроматографии на колонке 
TSK gel G2000SWxl на хроматографической системе Shi-
madzu LC-20 Promience.

Статистическая обработка
Для описательной статистики использовали среднее 

значение и стандартную ошибку (SE), вычисленные с по-
мощью программы «Statistica 6.0» (StatSoft., Inc.). Группо-
вое сравнение полученных данных проводили по критерию 
манн-Уитни в той же программе. различия считали стати-
стически значимыми при р <0,05. 

результаты и обсуждение

Как показано на рис. 1, наиболее выраженное 
подавление роста клеточной культуры линии 
MCF-7 наблюдалось после инкубации со свобод-
ным Докс (р <0,05 по сравнению с контролем). 
оба препарата, созданные на основе дендритных 
полимеров (G2-Dox и 3D-G2-Докс), практически 
не уменьшали количество опухолевых клеток 
этой линии по сравнению с контролем. Данные 
мтт-теста подтвердили, что жизнеспособность 
клеток MCF-7 статистически значимо снижается 
только под влиянием свободного Докс (рис. 2).

В отношении химиорезистентной культуры 
MCF-7/MDR1 показаны другие эффекты. Все 
препараты оказывали примерно одинаковое 
влияние на количество опухолевых клеток, сни-
жая этот показатель на 25-30 % по сравнению 
с контролем (p <0,05) (рис. 1). Жизнеспособ-
ность клеток, определенная с помощью мтт-
теста, также снижалась в одинаковой степени 
после инкубации со свободным Докс, G2-Dox 
или 3D-G2-Докс (во всех случаях p <0,05 по 
сравнению с контролем) (рис. 2). При этом эф-
фекты, оцениваемые по снижению количества 
клеток, были выражены слабее для линии MCF-
7/MDR1, чем для линии MCF-7 при действии 
свободного Докс.

В целом, полученные результаты объясняют-
ся описанными ранее особенностями накопле-
ния и выведения Докс, поступившего в составе 
изучаемых препаратов в клетки разных линий 
[1]. Кроме того, результаты данной работы под-
тверждают предположение о том, что цито-
токсическое действие G2-Докс и 3D-G2-Докс 
выражено сильнее в химиорезистентной, чем 
химиочувствительной линии опухолевых клеток. 

результаты экспериментов in vivo с мелано-
мой линии В16 свидетельствуют о наличии про-
тивоопухолевой активности G2-Докс и 3D-G2-
Докс, которая выражена в той же степени, что 
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MCF-7

контроль se контроль докс se докс g2-докс se g2-докс 3D-g2-докс se 3D-g2-докс

100 3

49,5 4,2

92 4,2

88 2,9

MCF-7/
MDR-1

100 1,8

69,3 4

78,2 2,7

69,9 4,8

рис.1. Количество опухолевых клеток, оставшихся во флаконах после инкубации с препаратами. 
Представлены данные в процентах от количества клеток в контроле, принятого за 100 %

 * р <0,01 по сравнению с контролем

MCF-7

контроль se контроль докс se докс g2-докс se g2-докс 3D-g2-докс se 3D-g2-докс

100 2,6

73 3,1

91 4,2

108 6,6

MCF-7/
MDR-1

100 3,1

79 1,9

86 1,9

81 2,4

рис. 2. жизнеспособность клеток двух линий (MCF-7 и MCF-7/MDR1) после инкубации с препаратами по данным МТТ-теста. 
* р <0,01 по сравнению с контролем
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Время, 
сут

объем опухоли, 
контроль se контроль объем опу-

холи, докс se докс объем опухо-
ли, g2-докс se g2-докс объем опухоли, 

3D-g2-докс se 3D-g2-докс

9 0,12 0,02 0,11 0,02 0,11 0,02 0,11 0,02

11 0,29 0,02 0,25 0,03 0,26 0,03 0,23 0,03

14 0,65 0,06 0,74 0,1 0,61 0,06 0,56 0,07

16 0,99 0,07 0,7 0,07 0,72 0,06 0,73 0,1

18 1,45 0,08 1 0,1 1,1 0,06 1,1 0,1

21 2,1 0,18 1,1 0,16 1,4 0,1 1,2 0,17

костный мозг

контроль se контроль докс se докс g2-докс se g2-докс 3D-g2-докс se 3D-g2-докс

3,8 0,03

4,13 0,04

3,76 0,02

3,86 0,04

селезенка

3,9 0,04

4,88 0,1

4,13 0,07

4,12 0,07

печень

5,2 0,18

7,9 1

7,7 0,8

5,7 0,7

рис. 3. динамика роста меланомы линии В16 в контроле и после введения препаратов (на 9, 16 сутки после трансплантации  
опухолевых клеток)

рис. 4. интенсивность флуоресценции докс в клетках, выделенных из костного мозга, селезенки и печени мышей в контроле  
и через 24 часа после введения препаратов

** р <0,01 по сравнению с контролем
* р <0,05 по сравнению с контролем
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и в случае свободного Докс (рис. 3). так, на-
чиная с 7 суток после первого введения препа-
ратов, наблюдалось снижение среднего объема 
опухолевого узла по сравнению с контролем 
на 25-30 % в разные сроки (р <0,05 для всех 
препаратов). При этом важно отметить, что в 
нормальных клетках мышей G2-Докс и 3D-G2-
Докс накапливались значительно слабее по срав-
нению со свободным Докс, как показано на при-
мере селезенки, либо вовсе не накапливались, 
как показано на примере костного мозга (рис. 
4). Следует отметить, что флуоресценция клеток 
печени после введения мышам 3D-G2-Докс не 
отличалась значимо от контрольной аутофлуо-
ресценции, в то время как после введения G2-
Докс была выше, чем в контроле.

таким образом, в работе продемонстриро-
вана противоопухолевая активность G2-Докс и 
3D-G2-Докс в условиях in vivo в отношении мы-
шиной меланомы линии В16, а также в условиях 
in vitro в отношении химиорезистентной культу-
ры рака молочной железы линии MCF-7/MDR1. 
При этом эффективность действия этих препара-
тов не отличалась от таковой при использовании 
свободного Докс. однако для химочувствитель-
ной линии MCF-7, клетки которой не способны 
быстро откачивать Докс, более эффективным 
препаратом оказался свободный Докс. 

При объяснении наблюдаемых различий в 
эффективности действия препаратов на разные 
линии опухолевых клеток следует учитывать 
не только их способность откачивать Докс, но 
также и субклеточную локализацию Докс, по-
ступившего в клетки в составе конъюгатов с 
дендримерами или свободной форме. Как по-
казано нами ранее, накопление Докс в клеточ-
ных ядрах происходило только при использо-
вании свободного Докс в культуре MCF-7 [2], 
что вызывало максимальный цитотоксический 
эффект, связанный с основным механизмом 
действия Докс  — интеркаляцией в ядерную 
ДнК и ингибированием топоизомеразы II. Во 
всех остальных случаях Докс был локализован, 
главным образом, в цитоплазме. По-видимому, 
цитотоксическое действие препаратов реали-
зуется в таких случаях через окислительный 
стресс, индуцируемый Докс благодаря его спо-
собности продуцировать свободные радикалы 
при взаимодействии с рядом митохондриаль-
ных белков, как было показано в ранних рабо-
тах [5, 8]. Поэтому неудивительно, что эффек-
тивность действия свободного Докс, G2-Докс 
или 3D-G2-Докс была примерно одинаковой 
в химиорезистентных клетках MCF-7/MDR1 и 
ниже, чем таковой для свободного Докс в клет-
ках MCF-7.

В целом, полученные данные о противо-
опухолевой активности конъюгатов Докс с 

дендримерами свидетельствуют, что их ис-
пользование может иметь смысл в случае хи-
миорезистентных опухолей. хотя при исполь-
зовании G2-Докс или 3D-G2-Докс не удалось 
добиться более высокой эффективности их 
противоопухолевого действия по сравнению 
со свободным Докс, накопление в нормальных 
клетках этих конъюгатов, и особенно 3D-G2-
Докс, было ниже, чем свободного Докс. Поэ-
тому полученные данные позволяют полагать, 
что основная польза от возможного использо-
вания таких конъюгатов может быть связана 
со снижением токсического действия Докс на 
нормальные ткани и органы.

исследование выполнено за счет гранта 
российского научного фонда (проект №15-15-
10013).
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Anticancer activity of doxorubicin (Dox), its conjugates 
with the second generation dendritic polymer (G2-Dox) and 
vector protein (recombinant third domain of alpha-fetopro-
tein  — 3D-G2-Dox were studied in vitro and in vivo within 
the framework of the development of selective transport system 
of anticancer drugs to the target cells. The objects of the study 
were MCF-7 and MCF-7/MDR1 breast cancer cells, differing 
in chemosensitivity as well as mouse melanoma line B16. An-
ticancer activity of G2-Dox and 3D-G2-Dox was demonstrated 
in vivo (for B16 melanoma) and in vitro (for chemoresistant 
MCF-7/MDR1 cells, expressing P-glycoprotein). The effective-
ness of anticancer action of G2-Dox and 3D-G2-Dox did not 
differ from that for free Dox. However for chemosensitive 
line MCF-7 free Dox proved to be more effective drug. It 
is important that the conjugates, and particularly 3D-G2-Dox, 
accumulated much weaker than the free Dox in normal cells 
isolated from bone marrow, spleen and liver of mice. The 
findings suggest that the main benefit from the possible use 
of such conjugates can be associated with reduced toxic effect 
of Dox on normal tissues and organs. 

Key words: doxorubicin, dendrimers, alpha-fetoprotein, 
tumor cells, human breast cancer, mouse melanoma, MCF-7, 
MCF-7/MDR1, В16




