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ОСОБЕННОСТИ АНТИНЕОПЛАСТИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ  

ПРОИЗВОДНЫХ БЕТУЛИНОВОЙ КИСЛОТЫ IN VITRO 

 
Исследована цитотоксическая активность и особенности механизма индукции апоптоза новыми производны-

ми бетулиновой кислоты (БК) в опухолевых клетках человека в культуре. C помощью МТТ-теста определена ци-

тотоксическая активность производных БК. Методом проточной цитометрии установлена их способность инду-

цировать апоптоз в линии лейкозных клеток МТ-4. Методом мультиплексного ОТ-ПЦР анализа исследовано 

влияние производных БК на уровень мРНК генов Bcl-2 и Cyclin D1. Установлено, что наибольший апоптоз-

индуцирующий эффект проявляет амид БК. Наиболее активные производные бетулоновой кислоты повышают 

уровень мРНК генов Bcl-2 в 2–3 раза, и Cyclin D1 в 4–9 раз. Предположено, что активация апоптоза производны-

ми БК осуществляется различными путями в зависимости от условий. 

Ключевые слова: апоптоз, производные бетулиновой кислоты, опухолевые клетки. 

 

 

Поиск новых методов воздействия на но-

вообразования – одна из основных задач 

современной медицины. Большое внимание 

исследователей уделяется изучению индук-

ции апоптоза в опухолевых клетках. Три-

терпеновые соединения, такие как бетули-

новая кислота (БК) и ее производные, 

зарекомендовали себя как потенциальные 

агенты в борьбе с новообразованиями. Про-

тивоопухолевая активность БК показана на 

клеточной линии меланомы [1]. Противо-

опухолевые свойства БК и некоторых ее 

аналогов связывают с цитостатической ак-

тивностью и способностью индуцировать 

апоптоз неопластических клеток [2]. Пред-

полагается, что метод воздействия БК на 

клетки опухоли связан с активацией мито-

хондриального пути апоптоза и нарушения-

ми в ходе клеточного цикла [3]. Но меха-

низм действия этого соединения остается не 

до конца изученным. В то же время отмеча-

ется, что химические модификации БК из-

меняют эффект от воздействия на опухоле-

вые клетки. Так, например, амиды БК 

обладают более выраженным цитотоксиче-

ским и апоптоз-индуцирующим действием в 

отношении опухолевых клеток человека in 

vitro, чем БК [4]. 

Цель исследования – изучить цитотокси-

ческую активность и особенности механиз-

ма индукции апоптоза производными БК в 

опухолевых клетках человека in vitro. 

 

Материал и методы 
 

Использовали 35 соединений – произ-

водных БК, где проведено замещение в по-

ложениях С-3, С-17, С-28 в различных ком-

бинациях. Модификации БК получены в 

лаборатории медицинской химии НИИ ОХ 

СО РАН (зав. лабораторией д-р хим. наук 

Э. Э. Шульц) и предоставлены для исследо-

вания закодированными с маркировкой Г-ni 

(ni – число). Соединения растворяли в ДМСО 

(«Биолот», Россия) из расчета 1 мг в 1 мл, 

хранили при температуре –20 °С. 

Применяли линию МТ-4 Т-клеточных 

лейкозов человека, полученную из отдела 
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клеточных технологий ФГУН ГНЦ ВБ 

«Вектор» (Новосибирск). Клетки МТ-4 куль-

тивировали в среде RPMI-1640 («Биолот», 

Россия), содержащей термоинактивирован-

ную (30 мин при 65 °С) 10 % сыворотку 

крови эмбрионов крупного рогатого скота 

(«Hyclone», США), 2 ммоль/л L-глютамина 

(«Sigma», США), 80 мкг/мл гентамицина 

(«Hemofarm», Югославия), при 37 °С во 

влажной атмосфере, содержащей углекис-

лый газ (CO2-инкубатор). 

Цитотоксический МТТ-тест. Для опре-

деления ИД50 (дозы, на 50 % ингибирующей 

жизнеспособность опухолевых клеток in 

vitro) использовали стандартный МТТ-тест. 

Для эксперимента использовали клетки на 

3 сутки культивирования после оценки их 

морфологии, подсчета концентрации и жиз-

неспособности. Культуру помещали в 96-

луночный планшет («Cel-Cult», Англия) по 

100 мкл в лунку, в посевной концентрации 

0,5 × 10
6 
клеток/мл и добавляли исследуе-

мые вещества в конечных концентрациях 

0,01–1 000 мкМ по 3 лунки на каждую кон-

центрацию на 72 ч. Клетки, инкубируемые в 

тех же условиях без добавления препаратов, 

являлись контрольными. Водный раствор 

МТТ (5 мг/мл) («Biochemica», Германия) 

профильтровывали через 0,22 мкм фильтр 

(«Flow laboratories», Англия), добавляли в 

каждую лунку в соотношении 1 : 10 к ее 

объему, смесь инкубировали 3–4 ч при тем-

пературе 37 °С в CO2-инкубаторе. Затем су-

пернатант осторожно удаляли, в каждую 

анализируемую лунку добавляли по 100 мкл 

ДМСО. Осадок ресуспендировали и 30 мин 

инкубировали в темноте при комнатной 

температуре до полного растворения кри-

сталлов формазана. 

Оптическую плотность (ОП) образцов 

измеряли на мультилуночном спектрофо- 

тометре «BioRad 680» («BioRad Laboratori- 

es», США) при длине волны 490 нм. Про- 

цент ингибирования (ПИ) роста клеток  

определяли по формуле 

ПИ = 100 – (ОПо/ОПк) × 100 %, 

где ОПо – среднее значение ОП в опыте; 

ОПк – среднее значение ОП в контроле. 

Полученное значение для контрольного 

триплета принималось за 100 %. Рассчиты- 

вали среднее значение и ошибку среднего 

для каждой концентрации анализируемого 

соединения. По результатам строили диа- 

грамму зависимости жизнеспособности 

клеток (%) от концентрации исследуемого 

цитотоксического вещества, определяли до- 

зу, на 50 % ингибирующую жизнеспособ- 

ность клеток (ЦД50), дозу, ингибирующую 

рост опухолевых клеток на 50 % (ИД50) и 

стандартную ошибку (SE). 

Клетки, находящиеся в стадии апоптоза, 

выявляли методом проточной цитометрии. 

Анализируемую пробу культуры после 

инкубации с экспериментальными препа- 

ратами в течение 48, 72 ч в конечной 

концентрации 5 мкг/мл отмывали ФСБ (× 1) 

и фиксировали в 70 % этаноле, выдержива- 

ли клетки в суспензии 2 ч при –20 °C. Затем 

отмывали ФСБ (× 1) и в течение 30 мин 

инкубировали при температуре 37 °C в 

гипотоническом растворе пропидия йодида 

(50 мкг/мл), содержащем 0,1 % натрия 

цитрата, 0,1 % тритона X-100 и РНКазу 

(150 ед. ак./мл). Клетки, инкубируемые без 

экспериментальных препаратов при тех же 

условиях, использовали в качестве конт- 

роля. Измерения проводили при длине 

волны 488 нм на проточном цитометре 

FACSCanto II («Becton Dickinson», США). 

Далее из полученных ДНК-гистограмм 

рассчитывали апоптотический индекс 

(АИ, %) с использованием программы FACS 

Diva («Becton Dickinson», США). 

Полимеразная цепная реакция с обрат-

ной транскрипцией (ОТ-ПЦР). Выделение 

суммарной РНК из замороженных в жидком 

азоте клеток осуществляли с помощью на-

бора RNeasy Mini Kit («Qiagen», Голландия) 

согласно рекомендациям производителя. 

Для определения количества выделенной 

суммарной РНК измеряли ОП раствора РНК 

на спектрофотометре («Agilent Techno- 

logies», США) при длинах волн 260, 280 и 

230 нм (ОП260, ОП280 и ОП230 соответствен-

но). Для получения кДНК использовали по 

1 мкг суммарной РНК. Обратную транс-

крипцию проводили в реакционном объеме 

20 мкл с помощью набора iScript cDNA Syn-

thesis Kit («Bio-Rad Laboratories», США) в 

соответствии с протоколом производителя. 

В реакции обратной транскрипции исполь-

зовали гексануклеотидные random-прайме- 

ры. В реакции ПЦР использовались прай- 

меры к последовательностям генов: Cyclin 

D1 – F: 5´-TATTTGCATAACCCTGAGCG-3´ 

(прямой), 5´- GTGACTACATGCATATGA-

GC-3´ (обратный); Bcl-2 – 5´-TTCCCAT-

CGCTGTCCTTCG-3´ (прямой), 5´-CTGTG-

CCTGTAAACATAGATTCGC-3´ (обратный); 

b-actin – 5´-ACGTTATGGATGATGATATC-
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GC-3´ (прямой), 5´-CTTAATGTCACGCAC-

GATTTCC-3´ (обратный). 

Мультиплексную ПЦР проводили в ре-

акционном объеме 20 мкл. В качестве эндо-

генного внутреннего контроля был выбран 

ген «домашнего хозяйства» b-actin. Каждая 

проба ПЦР содержала 1 мкл кДНК, одно-

кратный буфер для ПЦР, 0,2 мМ дезоксири-

бонуклеотидтрифосфаты (каждого), 20 пкМ 

праймеры для bcl-2 или cyclind1 и 2 ед. ак. 

Taq ДНК-полимеразы. Праймеры для ам-

плификации гена «домашнего хозяйства»  

b-actin (20 пкМ) были добавлены через не-

сколько циклов. В наших условиях наиболее 

подходящее число циклов для bcl-2 – 34, 

cyclind1 – 36 и b-actin – 30. Реакцию ампли-

фикации для всех генов проводили в сле-

дующих условиях: 95 °C – 30 с, 59 °C – 20 с 

и 72 °C – 30 с. 

Продукты мультиплексной ПЦР разделя-

ли методом горизонтального электрофореза. 

Денситометрию проводили с помощью ком-

пьютерной программы Total Lab. Относи-

тельный уровень экспрессии исследуемых 

генов оценивался как отношение интенсив-

ности окрашивания специфической полосы 

генов к интенсивности полосы гена «до-

машнего хозяйства» b-actin. 

Статистическую обработку результатов 

проводили с помощью программ Microsoft 

Exсel 2007, Statistica 6.0, GraphPad Prism 5.0. 

Достоверными считали различия при 

р < 0,05. Результаты экспериментов пред-

ставлены в виде среднего значения данных, 

полученных из трех независимых повторов 

экспериментов. 

 

Результаты исследования 

и обсуждение 
 

В качестве первичного скринингового 

критерия противоопухолевой активности 

для оценки жизнеспособности и роста опу-

холевых клеток человека в культуре был 

выбран цитотоксический МТТ-тест, кото-

рый проведен для всех 35 исследуемых со-

единений на клеточной линии MT-4. Коли-

чественная характеристика цитотоксической 

и ингибирующей активности (ЦД50, ИД50) 

БК и ее модифицированных производных 

для клеточной линии MT-4 представлена в 

таблице. Продемонстрировано, что ответ 

культуры клеток показал разную степень чув-

ствительности к действию производных БК.  

ЦД50 исследованных соединений находи-

лась в интервале от 3,6±1,3 до 98,2 ±1,8 мкМ. 

Восемь соединений (Г-49, 43, 46, 15, 30, 58, 

20, 23) показали более высокую активность 

в отношении ингибирования роста опухоле-

вых клеток МТ-4, они тормозили жизнеспо-

собность клеток в меньших концентрациях 

(ЦД50 составила 3,6 ± 1,3 – 10,7 ± 0,4 мкМ), 

чем БК Г-13 (ЦД50 = 11,6 ± 2,0 мкМ). Отме-

тим, что принципиально важной является 

замена в C-28 положении для бетулоновой 

кислоты. 

 

 

Ингибирование жизнеспособности опухолевых клеток производными бетулиновой кислоты, 

ЦД50 (мкМ) ± SE, ИД50 (мкМ) ± SE, SI* = ЦД50/ИД50 

 

ХС ЦД50(мкМ) ИД50(мкМ) SI* ХС ЦД50(мкМ) ИД50(мкМ) SI* 

Г-49 3,6 ± 1,3 2,3 ± 1,5 1,6 Г-32 20,1 ± 3,2 23,6 ±1,1 0,9 

Г-43 4,7 ± 0,6 5,3 ± 0,6 0,9 Г-27 27,8 ± 1,3 22,3 ± 1,1 1,2 

Г-46 4,8 ± 1,1 6,4 ± 1,6 0,8 Г-74 29,6 ± 1,1 18,5 ± 1,4 1,6 

Г-15 5,5±1,8 3,8 ± 1,4 1,4 Г-14 32,5 ± 2,4 44,4 ± 1,2 0,7 

Г-30 6,5 ± 0,9 5,4 ± 0,7 1,3 Г-17 54,2 ± 1,6 125,6 ± 3,1 0,4 

Г-58 6,5 ± 0,7 – – Г-70 57,4 ± 0,8 47,8 ± 1,9 1,2 

Г-20 7,5 ± 0,8 7,5 ±1,3 1 Г-71 57,8 ± 0,6 29,4 ± 0,9 2,0 

Г-23 10,7 ± 0,4 9,1 ±1,2 1,2 Г-31 76,8 ± 2,6 45,0 ± 1,6 1,7 

Г-13 11,6 ±2,0 5,4 ± 2,1 2,1 Г-36 78,3 ±1,1 55,4 ± 1,5 1,4 

Г-57 12,2 ± 1,6 8,8 ± 0,9 1,4 Г-52 78,4 ± 4,3 0,69 ± 0,3 113 

Г-21 14,9 ± 1,8 – – Г-26 86,4 ± 1,0 54,4 ± 2,0 1,6 

Г-63 15,2 ±1,4 1,2 ± 0,4 1,3 Г-51 86,4 ± 1,5 60,9 ± 1,1 1,4 

Г-33 20 ± 1,5 30,2 ± 1,8 0,7 Г-64 98,2 ± 1,8 21,6 ± 1,7 4,5 

Г-16, 22, 25, 28, 29, 35, 50, 72, 73 не достигли ЦД50 
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Наибольшую цитотоксическую актив-

ность в отношении опухолевых клеток  

проявляют соединения с большей длиной 

спейсер-метиленового звена заместителя,  

а также наличие его полярности в С-28 по-

ложении, причем этот эффект проявляется 

только для производных БК, т. е. с заменой 

в БК в положении С-3 на карбоксильную 

группу. Химические трансформации БК в  

С-28 положении увеличивают способность 

ингибировать рост опухолевых клеток в 

культуре по сравнению с БК в 2,5–3,2 раза 

(p < 0,05). 

Слабую противоопухолевую активность 

in vitro по сравнению с БК проявили соеди-

нения, показатель ЦД50 которых составил 

12,2 ± 1,6 – 98,2 ± 1,8 мкМ (Г-14, 17, 21, 26, 

27, 31, 32, 33, 36, 51, 52, 57, 63, 64). Можно 

предположить, что это связано с наличием 

неполярных заместителей в С-28 положении 

этих соединений, отсутствием концевой 

карбоксильной группы в этом положении. 

Соединения Г-16, 22, 25, 28, 29, 35, 50, 

72, 73 не достигли 50 % цитотоксической 

концентрации. Во многих из них сочеталось 

замещение в положении С-3, С-17 БК. 

Исследования, проведенные на этом эта-

пе, продемонстрировали, что существует 

определенная связь между химической 

структурой и противоопухолевой активно-

стью исследованных тритерпеновых глико-

зидов in vitro. Ранее показано, что противо-

опухолевая активность тритерпеновых 

гликозидов в малой степени зависит от хи-

мической структуры агликона, в основном 

определяется количеством и местом при-

соединения к агликону боковых радикалов 

[5]. Замечено, что модификации БК по по-

ложению С-20 не приводят, по данным 

МТТ-теста, к усилению ее ингибирующих 

свойств на клетки различных опухолевых 

линий человека (HCT-116, PC-3, M14-MEL, 

SK-MEL-2, UAACC-257) [2]. Кроме того, 

модификации в С-3 положении тритерпено-

вого остова приводят к снижению активно-

сти нативного тритерпена. С другой сторо-

ны, в литературе есть данные о том,  

что простые химические трансформации в 

С-28 положении влияют на способность ин-

гибировать рост опухолевых клеток в куль-

туре [6]. С этими сведениями согласуются, 

дополняют их результаты проведенных на-

ми экспериментов, указывающие на то, что 

превалирующим фактором для производных 

БК является длина спейсер-метиленового 

звена радикала в 17 положении тритерпено-

вого остова, а также концевая группа ради-

кала в 17 положении [7]. Можно сделать 

вывод о ключевом влиянии радикала в дан-

ном положении тритерпенового остова на 

противоопухолевую активность производ-

ных бетулоновой кислоты in vitro. Амиды 

БК, замещенные в 17 положении тритерпе-

нового остова, и в 3 положении (кроме кар-

бонильной группы), являются менее актив-

ными индукторами апоптоза в лейкозных 

клетках MT-4 в 6 раз, чем БК, и в 15 раз, чем 

амиды бетулоновой кислоты в 17 положе-

нии (р < 0,05). Увеличение длины спейсер-

метиленового звена в 17 положении амида 

БК (n = 7,8) повышает активность соедине-

ния в 9 раз по сравнению с длиной метиле-

нового звена (n = 2,3; р < 0,05). Отметим, 

что принципиально важной является замена 

в C-28 положении для БК. Наибольшую ци-

тотоксическую активность в отношении 

опухолевых клеток проявляют соединения с 

большей длиной спейсер-метиленового зве-

на заместителя, а также наличие его поляр-

ности в С-28 положении, причем этот эф-

фект проявляется только для производных 

бетулоновой кислоты, т. е. с заменой в БК в 

положении С-3 на карбоксильную группу. 

Химические трансформации бетулоновой 

кислоты в С-28 положении увеличивают 

способность ингибировать рост опухолевых 

клеток в культуре по сравнению с БК в  

2,5–3,2 раза (p < 0,05). 

Ранее показано, что БК обладает апоптоз-

индуцирующей активностью в культурах 

опухолевых клеток [3]. Поэтому, с учетом 

полученных результатов МТТ-теста для 

производных БК, проявивших наибольшую 

ингибирующую активность, с помощью 

проточной цитометрии определена способ-

ность вызывать апоптоз в исследованных 

клетках. 

Для этого выбраны наиболее активные 

производные БК (Г-20, 43, 46, 49) и для 

сравнения – дипептид бетулоновой кислоты, 

исследованный ранее, индуцирующий апоп-

тоз [7]. Обратим внимание, что эксперимент 

проводился при концентрации тестируемых 

соединений 5 мкг/мл, а не 10 мкг/мл, как 

использует большинство исследователей. 

Это прежде всего связано с тем, что апроби-

руемые вещества (нами выбраны самые ак-

тивные из ряда производных) проявляют 

чрезмерный цитотоксический эффект в кон-

центрации 10 мкг/мл и к концу инкубации 
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живых клеток становится недостаточно, 

чтобы приготовить образцы для проточной 

цитометрии. 

Использованный метод проточной цито-

метрии основан на измерении содержания 

ДНК в клетке. Одно из апоптотических со-

бытий реализуется в ядре клетки и заключа-

ется во фрагментации ДНК. Метод позволя-

ет регистрировать клетки, содержащие 

фрагментированную ДНК, которые оцени-

ваются на гистограммах как субдиплоидный 

пик (пре-G1), и соответствует доли клеток с 

гиподиплоидным содержанием ДНК. Пред-

ставлены ДНК-гистограммы (рис. 1), харак-

теризующие распределение клеток по фазам 

клеточного цикла (регион P2 соответ- 

ствует апоптозу, последующий регион за  

Р2 – G0/G1, S + G2 + M фазам клеточного 

цикла).  

Продемонстрировано, что количество 

клеток в контроле с гиподиплоидным со-

держанием ДНК (регион P2) незначительно, 

в то время как в опыте (после обработки 

клеток этих линий экспериментальными 

соединениями) наблюдалось увеличение 

содержания клеток региона P2. Это указыва-

ет на увеличение числа клеток с фрагменти-

рованной ДНК, т. е. находящихся в стадии 

апоптоза. С помощью программного обес-

печения FACS Diva («Becton Dickinson», 

США) получены значения АИ для соедине-

ний Г-49, Г-20, Г-43, Г-46 в опухолевых 

клетках в культуре (рис. 2). 

Действие производных бетулоновой ки-

слоты на клетки в выбранных условиях экс-

перимента приводило к развитию апоптоза 

не для всех исследуемых соединений. Эф-

фективность индукции зависела от структу-

ры соединения и продолжительности инку-

бации. Апоптоз-индуцирующая активность 

в пробах через 48 ч для всех соединений  

по сравнению с контролем увеличилась на 

1–4 % (p < 0,05), хотя это сомнительный 

факт индукции апоптоза. Апоптоз-индуци- 

рующая активность соединений в пробах 

через 72 ч по сравнению с контролем досто-

верно (p < 0,05) увеличилась для Г-20 

на 2,5 %, Г-43 – на 5 %, Г-49 – на 25,5 %. 

 

 
 
Рис. 1. ДНК гистограммы проточной цитометрии клеток линии MT-4 необработанных (контроль) и после обра-

ботки производными БК (С, Г-20, Г-43, Г-46, Г-49). Приведена зависимость числа клеток (ордината) от величины 

флуоресценции по второму каналу PE-A (абсцисса). Субдиплоидный (пре-G1) пик представлен регионом P2, со-

ответствующим клеткам в стадии апоптоза 
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Рис. 2. Влияние тритерпеновых производных на уровень апоптоза в лейкозных клетках (линия MT-4). К – кон-

троль (клетки, необработанные соединениями). С – ранее исследованная производная БК, вызывающая апоптоз. 

На диаграмме приведены средние значения ± отклонение от среднего (n = 3), * – достоверность различий относи-

тельно контроля (p < 0,05), # – достоверность различий между пробами на 48 и 72 ч (p < 0,05) 
 

 

 

Однозначно можно судить об индукции 

апоптоза в случае влияния на опухолевые 

клетки человека линии MT-4 соединения  

Г-49. 

Также полученные данные свидетельст-

вуют о том, что на исследованной клеточной 

линии апоптоз-индуцирующая активность 

зависит от времени. Процентное содержа-

ние клеток в фазе апоптоза в течение 72 ч 

инкубации клеток с экспериментальными 

препаратами в целом было выше, чем при 

48-часовой инкубации, что может быть свя-

зано с внутриклеточным механизмом ин-

дукции апоптоза данными соединениями. 

Это может свидетельствовать о том, что ис-

следуемые соединения действуют в опреде-

ленной фазе клеточного цикла и требуют 

более длительного воздействия в течение 

нескольких клеточных циклов. 

Таким образом, онкостатическое дейст-

вие тритерпеноидов in vitro в зависимости 

от химической структуры проявлялось не-

четко по отношению к клеточной линии 

MT-4. Для более детального изучения зави-

симости индукции апоптоза производными 

БК от химической структуры соединений 

необходимо апробировать с помощью мето-

да проточной цитометрии значительное 

число модификаций БК, а также провести 

эксперимент на других клеточных линиях. 

Противоопухолевое действие соединений 

выражается в снижении клеточного роста и 

увеличении числа клеток, гибнущих в фор-

ме апоптоза. В связи с этим, конечно, важно 

выяснить, каким образом происходит реали-

зация онкостатических эффектов в опухоле-

вых клетках и какие внутриклеточные меха-

низмы вовлечены в противоопухолевые 

эффекты производных тритерпенов. 

Для этого определено с помощью муль-

типлексного ОТ-ПЦР анализа изменение 

экспрессии гена апоптоза Bcl-2 и гена Cyclin 

D1 регулятора клеточного цикла в лейкоз-

ных клетках MT-4. Для исследования вы-

браны наиболее активные производные БК, 

выявленные исследованием цитотоксиче-

ской активности. 

Ранее показано, что апоптоз, индуциро-

ванный тритерпеновыми соединениями, в 

частности БК, в раковых клетках осуществ-

ляется независимо от CD-95/Fas и белка  

р53 [8; 9]. Эти данные дают основания пола-

гать, что апоптоз под действием тритерпе-

нов может осуществляться через Bcl-2-за- 

висимый путь. 

Bcl-2 ген кодирует образование белка, 

накапливающегося в митохондриях. Bcl-2 

протеин является фактором выживания 

клетки, защищая ее от программированной 

гибели, и проявляет онкогенный эффект, так 

С 
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как снижает апоптоз [10]. В связи с этим 

нам представлялось важным исследовать 

возможное влияние производных БК на экс-

прессию гена апоптоза Bcl-2 в опухолевых 

клетках MT-4. Для этого использованы 4 

соединения: Г-20, Г-43, Г-46, Г-49. Чтобы 

оценить изменение уровня экспрессии гена 

Bcl-2 под действием исследуемых веществ, 

определено содержание мРНК, кодируемое 

этим геном. Для этой цели применен метод 

мультиплексной ОТ-ПЦР. Ген β-actin ис-

пользован как эндогенный внутренний 

стандарт, относительно которого проводи-

лась нормализация количества продуктов 

амплификации мРНК Bcl-2. Еще одной по-

тенциальной мишенью для воздействия на 

опухолевые клетки был выбран ген Cyclin 

D1. Он в норме существует в эпителиальных 

и мезенхимальных клетках и не свойственен 

лимфоцитам, в которых экспрессируется 

Cyclin D3, поэтому установление факта  

экспрессии Cyclin D1 свидетельствует о на-

личии лимфоидной опухоли. Поэтому с по-

мощью мультиплексного ОТ-ПЦР анализа 

также определено изменение экспрессии 

гена Cyclin D1 в клетках МТ-4 контрольных 

линий и клеток, подвергнутых действию тех 

же производных БК. На рис. 3 представлены 

результаты мультиплексной ОТ-ПЦР генов 

Bcl-2 и Cyclin D1 в лейкозных клетках MT-4 

соответственно. 

Показано, что обработка эксперименталь-

ными соединениями Г-20, 43, 46, 49 в тече-

ние 72 ч клеток МT-4 в концентрации 

5 мкг/мл приводила к увеличению содержа-

ния мРНК Вcl-2 в этих клетках в 2 раза для 

соединений Г-49, Г-20 и 3 раза для соедине-

ния Г-43 по сравнению с контрольными 

клетками (p < 0,05) и к увеличению экспрес-

сии гена Cyclin D1 в 4 раза для Г-49 и в 

9 раз для Г-43 по сравнению с клетками, ин-

кубируемыми без экспериментальных пре-

паратов (контролем) (p < 0,05). 

Приведенные результаты свидетельст-

вуют о неясности механизма апоптоза для 

исследованных соединений в данных усло-

виях и роли гена Bcl-2, что заставляет  

предположить иной механизм противоопу-

холевого действия у этих соединений. По-

лученные данные не согласуются с данными 

других исследований, где отмечалось сни-

жение экспрессии гена Bcl-2 [7]. Хотя, по 

другим данным, в некоторых линиях клеток 

происходила гиперэкспрессия этого гена во 

время апоптоза [11]. Возможно, результаты 

могут быть объяснены условиями проведе- 

 

 

 
 

Рис. 3. Данные мультиплексного ОТ-ПЦР анализа экспрессии генов Bcl-2, Cyclin D1 в лейкозных клетках МТ-4 в 

контроле (К) и в клетках, обработанных соединениями Г-20, 43, 46, 49. На диаграмме приведены средние значе-

ния ± отклонение от среднего (n = 3), * – достоверность различий относительно контроля (p < 0,05) 
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ния эксперимента. Чаще для такого рода 

исследований используют клетки, которые 

инкубированы с экспериментальными со-

единениями в концентрации 10 мкг/мл.  

Но нами использованы тестируемые веще-

ства в меньших концентрациях, как упоми-

налось ранее. Не исключено, что более  

низкая концентрация апробируемых соеди-

нений не позволяет ярко выявить индукцию 

апоптоза. 

Между тем полученные эксперименталь-

ные данные показывают, что при воздейст-

вии исследованных соединений на клетки  

Т-клеточного лейкоза человека МТ-4 на-

блюдается повышение экспрессии гена 

Cyclin D1 в этих клетках, что в свою оче-

редь должно приводить к повышению про-

лиферации клеток. 

Тем не менее при этом также наблюдает-

ся и индукция апоптоза, поэтому достаточно 

вероятным является иной путь активации 

апоптоза для исследованных соединений в 

лейкозных клетках человека МТ-4 по срав-

нению с БК. 

При данных условиях происходит пико-

вое увеличение экспрессии генов Bcl-2 и 

Cyclin D1, что обуславливает незначитель-

ную индукцию апоптоза или его торможе-

ние. Можно предположить, что этот эффект 

проявляется, пока не будет достигнута  

определенная пороговая концентрация каж-

дого вещества, когда протективное свойство 

гена Bcl-2 исчезает и снижается его экс-

прессия, и клетка вступает в апоптоз по  

митохондриальному пути. Это уже установ-

лено в других исследованиях БК и ее произ-

водных при концентрации 10 мкг/мл [7]. 

Вероятно, для индукции апоптоза тестируе-

мыми соединениями при различных услови-

ях используются различные пути его акти-

вации, что непременно требует дальнейшего 

изучения. 

Предположим, что механизм индукции 

апоптоза в опухолевых клетках связан с Fas-

опосредуемым путем апоптоза. По некото-

рым данным, за счет эффекта подавления 

активности ядерного фактора каппа В БК 

происходит активация TNF-индуцирован- 

ного апоптоза [12; 13]. Возможно, в клетке 

существуют оба пути апоптоза, и через об-

разование молекул Bax происходит допол-

нительная активация апоптоза по митохонд-

риальному пути. Опубликованы данные о 

синергетическом влиянии на индукцию 

апоптоза TRAIL и БК [14]. Скорее всего, 

низкие показатели апоптоз-индуцирующей 

активности исследуемых соединений связа-

ны со сверхэкспрессией гена Bcl-2; подоб-

ный эффект описан для линий опухолевых 

клеток Jurkat, MCF-7 [11]. Но, возможно, 

это объясняется и другими механизмами, 

влияющими на апоптоз, например ингиби-

рованием активности топоизомеразы I, ко-

торая разрушает поврежденную ДНК в ре-

зультате событий оксидативного стресса, 

который также вызывает апоптоз [15]. Тем 

не менее механизм воздействия исследован-

ных тритерпенов остается неясным и тре-

бующим дальнейшего изучения. 

 

Заключение 
 

Была исследована цитотоксическая ак-

тивность 35 новых производных БК in vitro, 

50 % цитотоксическая и ингибирующая до-

зы которых находились в интервалах от 

3,6 ± 1,3 до 98,2 ± 1,8 и от 0,69 ± 0,3 до  

125,6 ± 3,1 мкМ соответственно. Обнаруже-

но апоптоз-индуцирующее действие иссле-

дованных производных БК в лейкозных 

клетках человека в культуре. Установлено, 

что наибольший индуцирующий эффект 

(апоптоз проявляется в 27 % клеток через 

72 ч инкубации) вызывает соединение  

Г-49 амид БК. Наиболее активные произ-

водные бетулоновой кислоты, обладающие 

высокой цитотоксической активностью и 

индуцирующие апоптоз в клетках МТ-4, 

повышают экспрессию генов Bcl-2 в  

2–3 раза, Cyclin D1 – в 4–9 раз. Механизм 

пути активации апоптоза производными БК 

не может быть определен однозначно и, ве-

роятно, зависим от конкретных условий 

эксперимента. 
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FEATURES OF ANTINEOPLASTIC ACTION OF BETULINIC ACID DERIVATIVES IN VITRO 

 
Research of cytotoxic activity and features of mechanism of apoptosis induction by new BA derivatives in human tu-

mor cells in vitro. заменить на The cytotoxic activity and features of mechanism of apoptosis induction by new BA de-

rivatives have been investigated  in human tumor cells in vitro. We determined antitumor activity of BA derivatives by 

MTT-test. We explored their property to induce apoptosis by method of flow cytometry in line of leukemia cells. We ex-

amined action of BA derivatives on Bcl-2 and Cyclin D1 mRNA level by multiplex reverse transcriptase-polymerase 

chain reaction (RT-PCR). It is established that the inducing effect of apoptosis shows the greatest BA amid. We observed 

increase Bcl-2 mRNA level for 2–3 fold and Cyclin D1 mRNA level for 4–9 fold after treatment of the most active betu-

lonic acid derivatives. On the basis of the received data it is possible to assume that activation of apoptosis by BA deriva-

tives is carried out by various ways depending on conditions. 

Keywords: apoptosis, betulinic acid derivatives, tumor cells. 


